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Liste des abréviations 
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Ef: efficiency (efficacité) 
EMA: ethidium monoazide bromide (bromure de monoazide d’éthidium) 
EN: Enterococcus 
ESAT-6: 6 kDa early secretory antigenic target 
FAM: 6-carboxy fluorescein (6-carboxyfluorescéine) 
FGM: fast-growing mycobacteria (mycobactérie à croissance rapide) 
FISH: fluorescent in situ hybridization (hybridation in situ fluorescente) 
FITC: fluoresceine isothiocyanate-5 (isothiocyanate-5 de fluorescéine) 
FRET: fluorescence resonance energy transfer (transfert d'énergie entre molécules fluorescentes) 
FSH: fluorescent sandwich hybridization (hybridation sandwich fluorescente) 
FSM: Falkinham's selective medium (milieu sélectif de Falkinham) 
GC–MS: gas chromatography–mass spectrometry (chromatographie gazeuse couplée à la 
spectrophotométrie de masse) 
GE: genome equivalent (equivalent genome) 
GLM: generalized linear model (modèle linéaire généralisé) 
HbhA: heparin-binding hemagglutinin (hémagglutinine liant l’héparine) 
HIV: human immunodeficiency virus 
HPLC: high performance liquid chromatography (chromatographie liquide de haute performance) 
ICP-OES: inductively coupled plasma optical emission spectrometry (spectrométrie d’émission 
optique / plasma couplé par induction) 
ideR: iron-dependent regulatory function (système de régulation dépendant du fer) 
IRT: inhibitor removal technology® (technologie d’élimination d’inibiteurs) 
ITS: internal transcribed spacer (espace transcrit interne) 
JC: Jukes-Cantor distance (distance de Jukes-Cantor) 
K2P Kimura’s Two-parameter (paramètre 2 de Kimura) 
LAM: lipoarabinomannan (lipoarabinomannane) 
LI: lipidic insert (lipide intercalant) 
LJ: Löwenstein-Jensen medium (milieu de Lowenstein-Jensen) 
LOD: limit of detection (limite de détection) 
LOI: loss on ignition (perte au feu) 
LOQ: limit of quantification (limite de quantification) 
LpqH: lipoprotein antigen precursor (précurseur d’antigène lipoprotéique) 
MAA: Mycobacterium avium subsp. avium (Mycobacterium avium ssp. avium) 
MAC: Mycobacterium avium-intracellulare complex (complex Mycobacterium avium-
intracellulare) 
MAG: mycolylarabinogalactan (mycoarabinogalactane) 
MAH: Mycobacterium avium subsp. hominissuis (Mycobacterium avium ssp. hominissuis) 
Liste des abréviations 
 10 
MAIS: Mycobacterium avium-intracellulare-scrofulaceum complex (complex Mycobacterium 
avium-intracellulare-scrofulaceum) 
MAP: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 
(Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis) 
MAS: Mycobacterium avium subsp. silvaticum (Mycobacterium avium ssp. silvaticum) 
MCE: mammalian cell entry (entrée dans les cellules de mammifère) 
MFC: Mycobacterium fortuitum complex (complexe Mycobacterium fortuitum) 
MIRUs: mycobacterial interspersed repetitive units (unités répétitives parsemées mycobactériennes) 
MLEE: multi-locus enzyme electrophoresis (électrophorèse multi-locus d’enzymes) 
MLSA: multi locus sequencing analysis (analyse de séquences multi-locus) 
MOTT: Mycobacterium other than tuberculosis (Mycobacterium autre que tuberculosis) 
MPC: Mycobacterium parafortuitum complex (complexe Mycobacterium parafortuitum) 
MPN: most probable number (nombre le plus probable) 
MTC: Mycobacterium tuberculosis complex (complexe Mycobacterium tuberculosis) 
MtC: Mycobacterium terrae complex (Mycobacterium terrae complexe) 
MY: Mycobacterium 
NCBI: national center for biotechnology information (centre national américain d’information en 
biotechnologie) 
NJ: neighbor-joining (matrice de jonction de voisinage) 
NTM: non tuberculous mycobacteria (mycobactérie non-tuberculeuse) 
OADC: oleic acid, bovine albumin, sodium chloride, dextrose, catalase (acide oléique, albumine 
bovin, chlorure de sodium, dextrose, catalase) 
OEOE: Ogawa medium ofloxacin ethambutol (milieu d’Ogawa à l’ofloxacine éthambutol) 
OEY: Ogawa egg yolk medium (milieu au jaune d’œuf d’Ogawa) 
PAH: polycyclic aromatic hydrocarbons (hydrocarbures aromatiques polycycliques) 
PANTA: polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin (polymyxine B, 
amphotéricine, acide nalidixique, triméthoprime, carboxy-pénicilline) 
PANTAV: polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin, vancomycine 
(polymyxine B, amphotéricine, acide nalidixique, triméthoprime, carboxy-pénicilline, 
vancomycin) 
PCA: principal component analysis (analyse des composantes principales) 
PCR: polymerase chain reaction (polymérisation en chaine) 
PCR-REA: polymerase chain reaction-restriction enzyme analysis (polymérisation en chaine et analyse 
par restriction enzymatique) 
PE: Pro-Glu (Proline-Glutamine) 
PFGE: pulsed field gel electrophoresis (électrophorèse en champs pulsés) 
PO4
3-
: orthophosphates (orthophosphates) 
POC: particulate organic carbon (carbone organique particulaire) 
PPE: Pro-Pro-Glu (Proline-Proline-Glutamine) 
Liste des abréviations 
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PPEM: potentially pathogenic environmental mycobacteria (mycobacteries environnementale 
potentiellement pathogène) 
qPCR: quantitative polymerase chaine reaction (réaction de polymérisation en chaine quantitative) 
r
2
: correlation coefficient (coefficient de corrélation) 
rep-PCR: repetitive sequence typing (typage des séquences répétées) 
RIDOM: ribosomal differentiation of medical microorganisms (différentiation ribosomale des 
microorganismes médicaux) 
RIF: rifampicin (rifampicine) 
RFLP: restriction fragment length polymorphism (polymorphismes de longueur des fragments de 
restriction) 
Rpf: resuscitation promoting factor (facteur déclenchant la ressuscitation) 
ROX: 6-carboxy-X-rhodamine (6-carboxy-X-rhodamine) 
RT-PCR: reverse transcriptase PCR (PCR en transcription inverse) 
RT-qPCR: reverse transcriptase quantitative PCR (PCR quantitative en transcription inverse) 
RWTP: rain water treatment plant (station de dépollution des eaux de pluviales) 
SDS: sodium dodecyl sulfate (dodécylsulfate de sodium) 
SGM: slow-growing mycobacteria (mycobactérie à croissance lente) 
Sig: sigma factor (facteur sigma) 
Sp: specificity (spécificité) 
Ss: sensitivity (sensibilité) 
SSCP: single-strand conformation polymorphism (polymorphisme de conformation de simple 
brin) 
ST: streptomycin (streptomycine) 
TC: total cells (cellules totales) 
TET: tetra-chloro-6-carboxyfluorescein (tetra-chloro-6-carboxyfluorescéine) 
TGGE: temperature gradient gel electrophoresis (électrophorèse de gel en gradiant de température) 
TKN: total Kjeldahl nitrogen (azote Kjeldahl total) 
Tm: melting temperature (températures de fusion) 
TSS: total suspended solids (solides en suspension totaux) 
tRFLP: terminal restriction fragment length polymorphism (polymorphisme de longs fragments de 
restriction terminaux) 
TAMRA: 6-carboxy-tetramethylrhodamine (6-carboxy-tétraméthylrhodamine) 
TTGE: temporal temperature gradient gel electrophoresis (électrophorèse de gel en gradiant 
temporel de température) 
UPGMA: unweighted pair group method with arithmetic mean (method non pondérée de groupage 
des paires par moyenne arithmétique) 
VBNC: viable but nonculturable (viable mais non-cultivable) 
VNTR: variable number of tandem repeat (variations du nombre de répétition en tandem) 
WWTP:  waste water treatment plant (station d’épuration) 
Liste des abréviations spécifiques aux gènes 
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atpE: adenosine-5'-triphosphate subunit C (sous-unité C de l’adénosine triphosphate) 
atpB: adenosine-5'-triphosphate subunit A (sous-unité A de l’adénosine triphosphate) 
bfrA: bacterioferritin (bactérioferritine) 
bfrB: ferritin (ferritine) 
cmaA1: cyclopropane mycolic acid A1 (acide mycolique cyclopropane A1) 
dps: decaprenyl diphosphate (décaprényl diphosphate) 
esx: early secretory system (système de sécrétion rapide) 
fad: fatty acid degradation operon (opéron de dégradation des acides gras) 
gyrA: gyrase A subunit (sous-unité A de la gyrase) 
gyrB: gyrase B subunit (sous-unité B de la gyrase) 
hsp65: 65 kDa stress-heat shock protein (protéine de résistance aux chocs thermiques) 
ideR: iron-dependent regulatory function (système de régulation dépendant du fer) 
kstR: 3-ketosteroid ∆1-dehydrogenase (3-cétostéroïde ∆1-déhydrogènase) 
lppM: lipoprotein M (lipoprotéine M) 
mce: mammalian cell entry (entrée dans les cellules de mammifères) 
murA: UDP-NAG transferase (transférase UDP-NAG) 
mbt: mycobactin (mycobactin) 
nidA: ring-hydroxylating dioxygenase α subunit (sous-unités α de la déshydrogénase des cycles 
aromatiques) 
nidB: ring-hydroxylating dioxygenase β subunit (sous-unités β de la déshydrogénase des cycles 
aromatiques) 
recA: homologous recombination (recombinase) 
relA: guanosine 3',5'-bispyrophosphate (guanosine 3',5'-bispyrophosphate) 
rpoB: RNA-polymerase (ARN polymerase) 
rrs: 16S rRNA (ARNr 16S) 
rrl: 23S rRNA (ARNr  23S) 
rrf: 5S rRNA (ARNr  5S) 
sodA: superoxyde dismutase (superoxyde dismutase) 
tyrS: tyrosyl-tRNA synthetase (synthétase tyrosyl-tRNA) 
ure: urease operon (opéron uréase) 
virS: virulence factor (facteur de virulence) 
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Les besoins vitaux de l’Humain lui sont apportés par la Terre, qu’il doit par conséquent 
sauvegarder pour sa santé immédiate et celle des générations futures. Néanmoins, les activités 
de l’homme, tels que le développement des villes et l’intensification des élevages et cultures 
destinés à la consommation, ont un impact direct sur son environnement, en particulier sur 
l’eau et le sol des bassins versants, définis par l'ensemble des territoires drainés par un cours 
d'eau principal et ses affluents. Ainsi, la directive cadre sur l’eau (2000/60/CE) établit des 
objectifs de préservation et restauration de l’eau de surface et de l’eau souterraine d’ici 2015. 
Cette directive implique donc l’étude du flux et du comportement de polluants chimiques 
dans les bassins versants. En France, le bassin versant de la Seine est le plus anthropisé. 
Effectivement, dans sa partie Parisienne, il est constitué d’une zone urbaine très dense de plus 
de 10 millions d’habitants, entourée par des régions d’agriculture intensive. 
Parmi les polluants microbiologiques de l’environnement, les mycobactéries non-
tuberculeuses sont d’un intérêt grandissant. Certaines eaux de surface, comme les rivières, les 
lacs, les étangs, et les sources chaudes, ainsi que certains sols, sont considérés comme des 
sources majeures de mycobactéries non-tuberculeuses. Parmi les infections humaines causées 
par ces mycobactéries d’origine hydrique, qui par ailleurs sont pathogènes pour de nombreux 
animaux, les infections pulmonaires et cutanées sont souvent décrites. Cependant, leur cycle 
de vie dans l’environnement est mal connu, et requiert des outils analytiques qui ne sont 
actuellement pas adaptés aux échantillons environnementaux. Le présent travail propose donc 
d’améliorer les connaissances sur les mycobactéries non-tuberculeuses dans les bassins 
versants. Il s’intègre dans les programmes OPUR (Observatoire des Polluants Urbains en Ile-
de-France) et PIREN-Seine (Programme Interdisciplinaire de Recherche sur l’Environnement 
de la Seine), et se situe à leur interface. 
Pour atteindre cet objectif, un l’état de l’art sur les mycobactéries dans les bassins 
versants a tout d’abord été dressé, il intègre leurs caractéristiques morphologiques, 
physiologiques, génétiques, épidémiologiques, écologiques, ainsi que la description des outils 
analytiques permettant leur étude. Il constitue le cœur du premier chapitre de ce manuscrit. 
Le second chapitre, lui, se focalise sur le développement d’outils de quantification des 
mycobactéries dans des échantillons environnementaux, et intègre la comparaison de 
méthodes de culture, de cibles moléculaires de quantification, et de méthodes d’extraction 
nucléique. Il s’articule sous forme de trois publications : 
 
Article  Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron et F.S. Lucas (2010). 
Comparison of culture methods for isolation of nontuberculous mycobacteria from surface 
waters. Applied and Environmental Microbiology 76(11): 3514-3520 (doi: 
10.1128/AEM.02659-09). 
 
Article  Radomski N., F.S. Lucas, R. Moilleron, E. Cambau, S. Haenn et L. Moulin (2010). 
Development of a real-time qPCR method for detection and enumeration of Mycobacterium 
spp. in surface water. Applied and Environmental Microbiology 76(21): 7348-7351 (doi: 
10.1128/AEM.00942-10). 
 
Article  Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron et F. Lucas (2010). 
Effective DNA extraction method for quantification of Mycobacterium spp. in surface water 
by real-time PCR. (soumis à Canadian Journal of Microbiology). 
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Les outils analytiques développés ont été ensuite appliqués à des échantillons de 
l’environnement pour décrire, dans un troisième chapitre, le comportement des mycobactéries 
à différents points stratégiques du cycle de l’eau en milieu urbain. Ainsi, le devenir des 
mycobactéries a-t-il été suivi dans une station d’épuration par temps sec à l’échelle des 
ouvrages. Ce suivi a été réalisé dans le cadre du thème 4 de la phase 3 du programme OPUR, 
qui porte sur l’efficacité épuratoire des filières de traitement des eaux résiduaires urbaines : 
aspects microbiologiques et physico-chimiques. De même, les apports diffus de temps de 
pluie ont été suivis à l’occasion d’une campagne sur la Marne, organisée dans le cadre du 
programme PIREN-Seine. Pour compléter ce suivi dans différents compartiments 
environnementaux, la relation entre composition de sols, a priori propices au développement 
des mycobactéries, et les niveaux de mycobactéries effectivement mesurés a été analysée. Ce 
dernier projet est le fruit d’une collaboration avec l’équipe du Pr. J.O. Falkinham III du 
Virginia Polytechnic Institute. Trois publications, synthétisant les résultats que nous avons 
obtenus, structurent ce chapitre : 
 
Article  Radomski N., L. Betelli, R. Moilleron, S. Haenn, L. Moulin, E. Cambau, 
V. Rocher, A. Gonçalves et F.S. Lucas (2010). Mycobacterium behavior in wastewater 
treatment plant during dry weather, a bacterial model distinct from Escherichia coli and 
Enterococcus. (soumis à Environmental Science and Technology). 
 
Article  Radomski, N., E. Cambau, F.S. Lucas, S. Haenn, R. Moilleron, A. Pruden, 
J.O. Falkinham III et L. Moulin (2010). Factors affecting the mycobacteria densities in soils. 
 
Article  Radomski, N., E. Cambau, S. Haenn, L. Moulin, R. Moilleron et F.S. Lucas (2010). 
Mycobacteria density decreases in surface water of urban, peri-urban and rural areas during 
storm weather. 
 
Pour finir, le quatrième chapitre est réservé à une discussion sur la transposition des 
outils analytiques cliniques aux matrices environnementales, ainsi qu’à la proposition d’une 
nouvelle stratégie de développement d’outils moléculaires de détection de microorganismes 
dans l’environnement. Il est constitué d’un chapitre de livre, fruit de la collaboration avec le 
Pr. J.O. Falkinham III, et d’un article, qui résulte d’une collaboration qui a été initiée à mon 
initiative avec le Docteur M.A. Behr de l’Université de McGill et le Docteur F. Veyrier de 
l’Institut Pasteur de Paris : 
 
Article  Radomski N., R. Moilleron, F.S. Lucas et J.O. Falkinham III (2011). Challenges in 
environmental monitoring of pathogens: Case study in Mycobacterium avium. A. Méndez-
Vilas Eds. Badajoz, Current Research, Technology and Education Topics in Applied 
Microbiology and Microbial Biotechnology. 2(2): 1551-1561 (ISBN 13: 978-84-614-6195-0). 
 
Article  Radomski N., F. Veyrier, E. Cambau, R. Moilleron, L. Moulin, M.A. Behr, 
F.S. Lucas (2010). New strategy for in silico identification of exclusively conserved 
sequences in Mycobacterium spp. genomes. 
  
« L’art ne reproduit pas le visible, il le rend visible » 
Paul Klee 
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I / Les mycobactéries non-tuberculeuses 
Sans parler de la lèpre, dont l’incidence en France métropolitaine n’est pas connue et 
dont la prévalence était estimée à 0,013 cas pour 10 000 habitants dans les territoires d’Outre-
Mer entre 1995 et 1998 (Flageul 2009), il a été observé entre 1985 et 1995 une diminution des 
cas de tuberculose et, dans le même temps, une augmentation des cas de mycobactérioses au 
centre hospitalier universitaire de Nancy (Dailloux et al. 1999). Néanmoins, contrairement à 
la tuberculose qui est une maladie à déclaration obligatoire en France, et dont l’incidence était 
estimée à 8,5 cas pour 100 000 habitants en 2006 (5 336 déclarations) principalement dans les 
populations socio-économiquement vulnérables d’Ile-de-France et de Guyane (Che 2008), il 
n’existe pas actuellement d’évaluation de l’incidence des mycobactérioses à l’échelle 
nationale française. C’est en ce sens que parmi les trois types de pathologies causées par des 
mycobactéries distinctes, les mycobactérioses causées par les mycobactéries non-
tuberculeuses (non tuberculous mycobacteria: NTM) sont d’un intérêt grandissant pour la 
santé publique en France. L’origine des NTM étant reconnue comme environnementale 
(Falkinham 2009), ce premier chapitre se focalisera donc sur l’état de l’art des connaissances 
sur les mycobactéries et plus particulièrement sur les NTM dans les bassins versants. 
I.1 / Les généralités 
I.1.a / La taxonomie 
 Le genre Mycobacterium 
D’après le Bergey’s manuel (Murray et al. 1989), le genre bactérien Mycobacterium est 
le seul genre de la famille des Mycobacteriacea. Cette famille bactérienne fait partie du sous-
ordre Corynebacterineae, de l’ordre Actinomycetales, de la sous-classe Actinobacterineae, et 
de la classe Actinobacteria. Les espèces du genre Mycobacterium, communément nommées 
mycobactéries, sont aussi rassemblées au sein du groupe Corynebacterium-Nocardia-
Mycobacterium (CNM), dans lequel a été ajouté dernièrement le genre Rhodococcus (Murray 
et al. 1989). Effectivement, les cellules des genres bactériens Mycobacterium, 
Corynebacterium, Nocardia, et Rhodococcus, mais aussi le genre Dietzia, Gordona et 
Tsukamurella présentent un génome riche en bases nucléiques Guanine-Cytosine entre 48 et 
73 % (Cocito et al. 1994 ; Gangadharam et Jenkins 1998a ; Prescott et al. 2003 ; Casas Botero 
et al. 2007 ; Euzéby 2010), ainsi qu’un niveau important d’acide mycolique (Barksdale et 
Kim 1977 ; Holt 1989 ; Gangadharam et Jenkins 1998a). En raison de ce niveau important en 
acide mycolique, les genres bactériens du groupe CNM, ainsi que les genres moins décrits 
Dietzia, Gordona et Tsukamurella, sont aussi nommés bacilles acido-alcoolo-résistants (acid-
fast bacilli : AFB) en raison des caractéristiques particulières de leur membrane qui leur 
confèrent des propriétés tinctoriales. 
 Les ensembles du genre Mycobacterium 
Au sein du genre Mycobacterium, trois grands ensembles d’espèces sont décrits : les 
mycobacteries du complexe tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis complex: MTC) qui 
sont responsables de la tuberculose telle que M. tuberculosis (aussi nommé bacille de Koch et 
anciennement nommé Bacterium tuberculosis), M. africanum, M. bovis, M. canettii, 
M. caprae, M. microti et M. pinnipedii ; les mycobactéries responsables de la lèpre humaine 
et féline, respectivement M. leprae (aussi nommée Hansen et anciennement Bacterium leprae) 
et M. lepraemurium ; et les NTM, qu’il est encore possible de trouver sous d’autres 
nominations comme mycobactéries atypiques, mycobactéries environnementales 
potentiellement pathogènes (potentially pathogenic environmental mycobacteria: PPEM), ou 
Mycobacterium autres que tuberculosis (Mycobacterium other than tuberculosis: MOTT) 
(Inderlied et al. 1993 ; Caruso et al. 2009 ; del Rio Camacho et al. 2010). Il est à noter que, 
même si elles présentent des virulences atténuées, les souches vaccinales nommées bacilles de 
Calmette et Guérin (BCG) dérivent de l’espèce M. bovis, et sont donc classées dans le MTC. 
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 Les complexes d’espèces de mycobactéries non-tuberculeuses 
Au sein des NTM, des ensembles d’espèces ou de sous-espèces sont aussi décrits sous 
l’appellation de complexe car les espèces les constituants sont en cours de description. Le 
plus connu est constitué de mycobactéries du complexe avium-intracellulare (Mycobacterium 
avium-intracellulare complex: MAC), avec historiquement les espèces M. intracellulare 
(Cuttino et McCabe 1949) et M. avium (Thorel et al. 1990), et plus récemment les espèces 
M. chimaera (Tortoli et al. 2004), M. colombiense (Murcia et al. 2006), 
M. bouchedurhonense, M. marseillense, M. timonense (Ben Salah et al. 2009) et M. vulneris 
(van Ingen et al. 2009c). De plus, l’espèce M. avium comporte quatre sous-espèces 
génotypiquement distinct (Radomski et al. 2010) : M. avium ssp. avium (MAA), 
M. avium ssp. paratuberculosis (MAP), M. avium ssp. silvaticum (MAS) (Thorel et al. 1990), 
et M. avium ssp. hominissuis (MAH) (Annexe 1). 
Un second complexe de NTM intègre les mycobactéries du complexe fortuitum 
(Mycobacterium fortuitum complex : MFC), avec les deux espèces historiques M. fortuitum 
(Da Costa Cruz 1938) et M. peregrinum (Kusunoki et Ezaki 1992), ainsi que plus récemment 
les espèces M. boenickei, M. brisbanense, M. houstonense et M. neworleansense, auparavant 
connues sont le nom de biovar 3 (Schinsky et al. 2004). De plus, l’espèce M. fortuitum 
comprend deux sous-espèces nommées M. fortuitum ssp. fortuitum et 
M. fortuitum ssp. acetamidolyticum (Kusunoki et Ezaki 1992). 
Un troisième complexe très proche des espèces du MFC, intègre les mycobactéries du 
complexe parafortuitum (Mycobacterium parafortuitum complex: MPC), avec les espèces 
M. diernhoferi, M. parafortuitum et M. austroafricanum (Tsukamura et al. 1965 ; Tsukamura 
et al. 1983c), et un quatrième complexe intègre les mycobactéries du complexe terrae 
(Mycobacterium terrae complex: MtC), avec les espèces M. terrae, M. triviale et 
M. nonchromogenicum (Tsukamura 1965 ; Wayne 1966 ; Kubica et al. 1970). Il est aussi à 
noter un ancien complexe intégrant les mycobactéries du complexe M. avium–intracellulare–
scrofulaceum (Mycobacterium avium-intracellulare-scrofulaceum complex: MAIS) 
(Kirschner et al. 1993 ; Wayne et al. 1993), qu’il est encore possible de trouver dans la 
littérature (van Ingen et al. 2009c). 
 Les espèces de mycobactéries non-tuberculeuses 
Sans parler du MTC dont les espèces ont toutes une croissance lente, ni du complexe 
lépreux dont les espèces ne sont pas cultivables in vitro (M. leprae) ou très difficilement 
(M. lepraemurium), les NTM sont divisées en deux grands ensembles : les NTM à croissance 
rapide (fast-growing mycobacteria: FGM) et les NTM à croissance lente (slow-growing 
mycobacteria: SGM). Il est communément admis que les NTM à croissance rapide sont 
visibles à l’œil nu avant 8 jours à 37°C sur le milieu Löwenstein-Jensen, alors que les NTM à 
croissance lente le sont après 7 jours dans les mêmes conditions (Euzéby 2010). Néanmoins, 
cette segmentation repose en réalité sur plusieurs critères tels que la croissance, dans certaines 
conditions de substrats et de températures, la pigmentation, ainsi que la résistance et la 
tolérance à certains composés. A l’exception de l’espèce de M. pulveris (Tsukamura et al. 
1983a) qui est considérée comme une NTM à croissance intermédiaire, la dernière estimation 
du nombre d’espèce et de sous-espèces appartenant au genre Mycobacterium recense 78 NTM 
à croissance rapide et 79 NTM à croissance lente (Annexe 2). Ce recensement des espèces ou 
sous-espèces du genre Mycobacterium arrive à une estimation de 158 NTM (Annexe 2), soit 
au total 167 espèces différentes du genre Mycobacterium, dont seulement 41 espèces ou sous-
espèces, ont été officialisées dans la dernière liste des noms bactériens acceptés (Skerman et 
al. 1989). 
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I.1.b / Les caractéristiques morphologiques 
 Organisation de la paroi 
Les mycobactéries sont des AFB mesurant entre 1 et 10 µm de longueur et 0,2 et 
0,6 µm de diamètre (Prescott et al. 2003 ; Bruijnesteijn van Coppenraet 2009), avec une 
épaisseur du peptidoglycane variant de 4 à 10 nm (Takade et al. 2003). Les bacilles du genre 
Mycobacterium peuvent être de forme droite incurvée ou spiralée (Prescott et al. 2003). 
Néanmoins, la forme du bacille n’est pas un critère d’identification admis. La structure de la 
paroi des mycobactéries présente des points communs avec celle des bactéries à Gram positif. 
Contrairement aux bactéries à Gram positif classiques, la paroi des mycobactéries, tout 
comme les AFB, a une organisation tripartite, avec une membrane cytoplasmique 
accompagnée d’un peptidoglycane, d’une couche pariétale de mycolate transparente aux 
électrons et d’une couche externe (Legrand et al. 1999). 
 Les polyosides pariétaux de la paroi 
Chez les mycobactéries, cette couche externe organisée comme une monocouche 
structurée, se comporte comme une bicouche fonctionnelle (Legrand et al. 1999) constituée 
de polyosides pariétaux mycoarabinogalactane (MAG) et lipoarabinomannane (LAM) qui 
forment une pseudocapsule au-dessus de la couche externe (Legrand et al. 1999 ; Alsteens et 
al. 2008 ; Verbelen et al. 2009). Ces deux polyosides pariétaux joueraient un rôle majeur dans 
la virulence des mycobactéries, et dans la résistance naturelle de ces AFB aux antituberculeux 
classiques. Le polyoside pariétal MAG est un polymère linéaire de galactose fixé à la 
bicouche phospholipidique de la membrane cytoplasmique, prolongé par un polymère 
d’arabinose ramifié ou non, et se terminant par des acides mycoliques (AM) et des lipides 
intercalant (LI) qui tapissent la surface de la paroi (Figure 2). Le polyoside pariétal LAM est 
un polymère linéaire ou ramifié de mannose fixé par liaison ester aux phospholipides du 
peptidoglycane ou à des phosphorites aux acides mycoliques, prolongé par un polymère 
linéaire ou ramifié d’arabinose, et se terminant par des dimères de mannose (Figure 2). Le 
LAM jouerait un rôle dans la cohésion de la paroi (Euzéby 2010). Les acides mycoliques sont 
des acides 3-hydroxy carboxyliques avec une chaine aliphatique en position 2 (R1-CH(OH)-
CH(R2)-COOH), et un haut poids moléculaire (entre 30 et 90 atomes de carbones). Les acides 
mycoliques de 60 et 90 atomes de carbone, avec au maximum deux insaturations, sont 
caractéristiques du genre Mycobacterium (Gangadharam et Jenkins 1998a ; Goodfellow et 
Magee 1998), alors que les acides mycoliques de 22 à 72 atomes de carbone, avec au 
maximum 5 insaturations, sont rencontrés dans les Actinobacteria apparentées au genre 
Corynebacterium, Dietzia, Gordonae, Nocardia, Rhodococcus et Tsukamurella 
(Gangadharam et Jenkins 1998a). Concernant le genre Mycobacterium, 7 formes structurales 
d’acides mycoliques peuvent composer la surface du bacille (Figure 2). Cette structure très 
particulière de la paroi mycobactérienne, qui peut contenir jusqu’à 60 % de lipides, explique, 
au moins partiellement, les propriétés tinctoriales, la pathogénicité et la résistance à divers 
antibiotiques et aux agents chimique (Minnikin 1982). 
 Les autres constituants de la paroi 
La paroi des mycobactéries, en plus des polyosides pariétaux, est constituée d’une 
matrice de phospholipides simples ou contenant du mannose, des molécules amphiphiles 
comme les sulpholipides, les phénolglycolipides et les dimycolates de tréhalose, ainsi que de 
protéines comme les porines, et de peptidoglycolipides nommés mycosides (Euzéby 2010). 
Chapitre I : Mycobactéries et bassins versants 
 23 
 
 
AM : acide mycolique ; CAP : capsule ; CM : membrane cytoplasmique ; CWS : squelette de la paroi ; ETL : 
couche pariétale de mycolate transparente aux électrons ; IL : couche interne ; LAM : lipoarabinomannane ; LI : 
lipide intercalant ; LM : lipomannane ; MAG : mycoarabinogalactame ; OL : couche externe ; P : porine ; PG : 
peptidoglycane ; PL : phospholipide ; TL : couche membranaire transparente aux électrons. 
Figure 1 : Vue schématique de l’organisation générale de la paroi mycobactérienne (Legrand et al. 1999 ; 
Alsteens et al. 2008 ; Verbelen et al. 2009) 
 
Figure 2 : Structures types d’acide mycolique : α-mycolate (A), α’-mycolate (B), époxy-mycolate (C), céto-
mycolate (D), méthoxy-mycolate (E), γ-méthoxy-mycolate (F) et éther de mycolate (G) ; les valeurs de l, m, 
n et x varient de 11 à 35 atomes de carbone (Gangadharam et Jenkins 1998a) 
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I.1.c / Les caractéristiques physiologiques 
 Un métabolisme hétérotrophe intermédiaire 
Les mycobactéries ont un métabolisme hétérotrophe intermédiaire aux bactéries 
prototrophes et auxotrophes (Ramakrishnan et al. 1972). Effectivement, les mycobactéries 
sont aérobies ou microaérophiles, chimiotrophes (source d’énergie par oxydation), 
organotrophes (donneur d’électron organique), hétérotrophes (source de carbone organique), 
et pour la plupart relativement auxotrophes (Euzéby 2010). Concernant le métabolisme des 
glucides, les mycobactéries peuvent assimiler les sucres simples par voie oxydative en 
utilisant la glycolyse ou la voie des pentoses phosphates, et présentent un cycle de Krebs 
(Ramakrishnan et al. 1972). Elles possèdent par conséquent une catalase qui leur permet de 
contrer l’accumulation de peroxyde d’hydrogène issu de la chaine respiratoire. Chez les 
mycobactéries, le métabolisme des lipides se fait par β-oxydation, et des biosynthèses 
lipidiques sont présentes pour produire les acides gras (Ramakrishnan et al. 1972). Quatre 
systèmes d’élongation des chaines d’acides gras linéaire saturés coexisteraient, un système 
aérobie de production d’acides gras insaturés, ainsi que trois systèmes de ramification 
d’acides gras, l’un pour les ramifications méthylées simples au centre des chaines, le 
deuxième pour les ramifications méthylées multiples du côté carboxyle des chaines, et le 
troisième pour la ramification des acides gras présentant de longues chaines et une ou deux 
fonction oxygénées (Figure 2). Des biosynthèses de lipides particuliers sont aussi présentes 
telles que les synthèses de lipopolysaccharides (MAG), de phénolglycolipides (mycosides) et 
de phospholipides (Ramakrishnan et al. 1972). 
 Des vitesses de croissance faibles 
Les NTM sont considérées comme mésophiles, avec une multiplication débutant entre 
18°C et 22°C, optimale entre 28°C et 31°C, et s’arrêtant entre 41°C et 52°C (Kazda 2000). 
Seule la NTM à croissance rapide M. psychrotolerans est capable de se multiplier à des 
températures très basses de l’ordre de 4 à 37°C (Trujillo et al. 2004). Il n’existe pas de donnée 
sur le temps de génération des NTM dans l’environnement. Néanmoins dans des conditions 
optimales en laboratoire, les temps de génération vont de 2 heures pour la NTM à croissance 
rapide M. smegmatis, à 21 heures pour la NTM à croissance lente M. aurum, ce qui est 
comparable au temps de génération de 24 heures de la mycobactérie à croissance lente du 
MTC M. tuberculosis (Hiriyanna et Ramakrishnan 1986 ; Williams et al. 1998). Des 
exceptions sont aussi à noter comme les NTM à croissance lente M. marinum dont le temps 
de génération n’est que de 4 à 6 heures, et M. avium ssp. paratuberculosis dont le temps de 
génération peut aller jusqu’à 7 jours dans des conditions optimales de laboratoire (Rybniker et 
al. 2003 ; Harris et al. 2005). 
 Des propriétés caractéristiques des colonies 
En fonction des milieux solides de culture utilisés (Euzéby 2010), les différentes 
espèces de mycobactérie donnent des colonies lisses ou rugueuses, présentant une taille 
importante (colonie eugonique) ou non (colonie dysgonique). Certaines espèces produisent 
des pigments caroténoïdes non diffusibles à la lumière (espèce photochromogène) ou à 
l’obscurité (espèce scotochromogène), et d’autres non (achromogène). 
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I.1.d / Les caractéristiques génétiques 
La comparaison des génomes de M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae et MAP, montre 
que ces derniers présentent des voies similaires de fonctionnement, concernant le 
métabolisme énergétique, la biosynthèse des acides aminés, la biosynthèse des cofacteurs, le 
métabolisme nucléotidique, et le métabolisme des macromolécules (Marri et al. 2006). De 
plus, en comparaison à d’autres genres bactériens, le genre Mycobacterium présente les 
caractéristiques génétiques suivantes. 
 L’importance des capacités codantes 
Mise à part M. leprae qui possède un génome de plus petite taille que les autres 
mycobactéries, il est remarquable que les génomes des espèces du MTC et des NTM aient une 
capacité codante importante allant, par exemple, de 92,4 % pour M. smegmatis à 73,4 % pour 
M. ulcerans (Tableau 1). 
Tableau 1 : Densité codante et capacité codante de génomes mycobactériens séquencés entièrement 
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Espèce du genre 
Mycobacterium 
Référence Taille du 
génome (pb) 
M. abscessus (Ripoll et al. 2009) 5067172 4920 1030 958 93,0 
M. avium ssp. paratuberculosis (Li et al. 2005) 4829781 4350 1112 1012 91,3 
M. bovis (Garnier et al. 2003) 4345492 3953 1099 995 90,6 
M. gilvum (Ripoll et al. 2009) 5619607 5241 1072 986 92,0 
M. leprae (Stinear et al. 2010) 3268203 1605 2036 1010 49,6 
M. marinum (Stinear et al. 2010) 6636827 5424 1233 1101 89,3 
M. smegmatis (Li et al. 2005) 6988209 6897 1013 936 92,4 
M. tuberculosis (Cole et al. 1998) 4411532 3959 1114 1012 90,8 
M. ulcerans (Stinear et al. 2010) 5631606 4160 1353 979 73,4 
M. vanbaalenii (Ripoll et al. 2009) 6491865 5979 1086 988 91,0 
 La variabilité des capacités de mutabilité 
Il est remarquable que les espèces pathogènes intracellulaires strictes au sein des 
mycobactéries, à savoir celles responsables de la lèpre et de la tuberculose, aient un matériel 
génétique faiblement mutable suggérant que ces pathogènes ont développé des mécanismes 
de conservation de leur génome afin de se prémunir des attaques de l’environnement 
phagocytaire de la cellule hôte (Clark-Curtiss 1990). Par opposition, la diversité des espèces 
de NTM (Annexe 2), ainsi que leur taille de génome relativement plus importante que les 
espèces pathogènes intracellulaire strictes (Fogel et al. 1999), suggèrent qu’elles ont une 
muabilité plus importante afin de développer divers types de mécanismes leur permettant de 
s’adapter à différentes niches écologiques dans l’environnement. Par ailleurs, il est à noter 
que des événements de recombinaisons homologues sont détectables à la fois chez les 
mycobactéries à croissance rapide et à croissance lente (Baulard et al. 1996). 
 Les possibilités de transferts horizontaux de gènes 
Des éléments de prophages sont détectables dans les génomes des NTM M. abscessus, 
M. marinum et M. ulcerans qui en contiendraient respectivement 4, 10 et 2 (Ripoll et al. 
2009). Depuis les récents projets de séquençage de l’ensemble du génome de certaines 
espèces de NTM, la comparaison de ces derniers est désormais possible. L’une de ces études 
souligne que l’absence de gène codant pour des enzymes de restriction de l’ADN dans le 
génomes de MAP par comparaison aux génomes de M. tuberculosis, M. bovis et M. leprae, 
pourrait suggérer l’existence d’un taux important de transfert de gènes pour cette espèce du 
MAC (Marri et al. 2006). Une autre étude de comparaison de génomes mycobactériens a 
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permis de décrypter à différentes strates phylogéniques 137 transferts horizontaux de gènes 
entre M. tuberculosis H37Rv et des espèces de NTM à croissance lente (Veyrier et al. 2009). 
Plus précisément, ce décryptage a mis en évidence des gènes orthologues (gènes homologues 
de deux espèces et descendant d’une unique séquence présente chez leur dernier ancêtre 
commun) codant le fonctionnement métabolique et la modification des lipides des 
mycobactéries, ce qui a corroboré l’hypothèse concernant les transferts horizontaux de gènes 
entre M. tuberculosis H37Rv et certaines NTM à croissance lente reconnues comme 
potentiellement pathogènes. En particulier, 28 gènes de M. tuberculosis H37Rv ont été acquis 
de l’ancêtre commun des mycobactéries à croissance lente étudiées (M. kansasii, M. marinum, 
M. ulcerans, M. avium ssp. avium, M. avium ssp. hominissuis, M. avium ssp. paratuberculosis 
et M. intracellulare), 40 gènes acquis de l’ancêtre commun de la lignée M. marinum ; 
M. ulcerans ; M. kansasii ; M. tuberculosis, 14 gènes acquis de l’ancêtre commun de la lignée 
M. kansasii ; M. tuberculosis, ainsi que 55 gènes acquis spécifiquement de l’ancêtre de 
l’espèce actuelle de M. tuberculosis (Veyrier et al. 2009). Par ailleurs, une autre étude vient 
de détecter dans le génome entier récemment séquencé de la NTM à croissance rapide 
M. abscessus, des transferts horizontaux de gènes acquis de bactéries environnementales 
génétiquement proches ou non, comme les Actinomycètes Rhodococcus et Streptomyces, 
ainsi que des bactéries pathogènes fréquemment isolées de fibroses cystiques comme 
Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia cepacia (Ripoll et al. 2009). Ces gènes codent la 
biosynthèse du colorant bactéricide phénazine et de l’acide phénacétique, le catabolisme de 
l’acide homogentisique, ainsi que des processus de dégradation de l’ADN (Ripoll et al. 2009). 
 L’importante variabilité des polarités de transcription 
Le séquençage de l’ensemble du génome de M. tuberculosis H37Rv a permis de mettre 
en évidence que seulement 59 % des gènes étaient transcrits dans la même polarité contre 
75 % chez Bacillus subtilis dont la croissance est nettement plus rapide. Cette observation a 
initialement conduit à l’hypothèse que cette variabilité des polarités de transcription, allant de 
paire avec les capacités codantes des mycobactéries (Tableau 1), pouvait expliquer leur faible 
vitesse de croissance (Cole et al. 1998). Cette observation a aussi était faite suite au 
séquençage de la totalité du génome de la NTM à croissance lente M. avium 
ssp paratuberculosis qui présente aussi 59 % de ces gènes transcrits avec la même polarité (Li 
et al. 2005). Néanmoins, ces auteurs ont aussi fait remarquer que Escherichia coli, qui a aussi 
une vitesse de croissance nettement plus importante que celle des mycobactéries, ne présente 
que 55 % de ces gènes transcrits avec la même polarité, et donc que ce facteur ne pouvait pas 
expliquer à lui seul la croissance faible des mycobactéries (Li et al. 2005). 
 Une variabilité de la taille de l’hélice 18 de l’ARNr 16S 
Le séquençage du gène rrs (16S rRNA) codant la sous-unité 16S de l’ARN ribosomale 
a permis de confirmer que les mycobactéries appartenaient bien à un même genre bactérien, et 
également que la segmentation entre les mycobactéries à croissances lente et rapide qui avait 
été faite initialement sur la base des observations physiologiques (Stahl et Urbance 1990 ; 
Shinnick et Good 1994). Effectivement, contrairement aux mycobactéries à croissance rapide, 
les mycobactéries à croissance lente se caractériseraient par une courte ou longue hélice 18 
(Menendez et al. 2002 ; Tortoli 2006), sur la base du modèle de la structure secondaire de 
l’ARNr 16 proposé par Kempsell et al. pour l’espèce de référence M. tuberculosis (Kempsell 
et al. 1992). C’est en ce sens que la recherche des différences entre les mycobactéries à 
croissances lente et rapide s’est focalisée sur l’opéron ribosomique. 
 La faiblesse des copies de l’opéron ribosomique 
Alors qu’aucune différence n’est remarquable entre la taille des génomes des NTM à 
croissance rapide et lente (Tableau 2), la majorité des NTM à croissance lente ne possèdent 
qu’une seule copie de l’ARNr 16S, et la majorité des mycobactéries à croissance rapide en 
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possèdent deux (Bercovier et al. 1986). Certaines exceptions sont à noter comme les NTM à 
croissance rapide M. chelonae, M. abscessus et M. alvei qui possèdent une copie de 
l’ARNr 16S (Domenech et al. 1994 ; Wallace et al. 1996 ; Menendez et al. 2002), et les NTM 
à croissance lente M. terrae et M. celatum qui en possèdent deux différentes (Ninet et al. 1996 
; Reischl et al. 1998b). Néanmoins, les ARNr 16S en deux exemplaires sont généralement 
identiques ou très similaires au sein des espèces (Turenne et al. 2001). L’opéron rrn codant 
les sous-unités 16S (16S rRNA: rrs), 23S (23S rRNA: rrl) et 5S (5S rRNA: rrf) du ribosome 
mycobactérien est nommé opéron rrnA, et est situé en aval du gène murA (UDP-NAG 
transferase) codant pour la transférase UDP-NAG. Le second opéron, qui est présent chez des 
mycobactéries à croissance rapide, est nommé rrnB, et est situé en aval du gène tyrS (tyrosyl-
tRNA synthetase) codant pour la synthétase tyrosyl-tRNA (Menendez et al. 2002 ; 
Stadthagen-Gomez et al. 2008). L’étude effectuée sur l’espèce à croissance lente M. celatum 
qui possède deux opérons rrs comme les mycobactéries à croissance rapide, indique que 
l’ancêtre commun des mycobactéries possédait les opérons rrnA et rrnB et que la perte de 
l’opéron rrnB aurait engendré l’apparition des mycobactéries à croissance lente (Stadthagen-
Gomez et al. 2008). Parmi les espèces de NTM dont le nombre de copies de l’ARNr 16S est 
connu, 80 % des espèces à croissance rapide en possèdent une copie (12 espèces sur 15) et 
71 % des espèces à croissance lente en possèdent deux copies (5 espèces sur 7). 
Tableau 2 : Taille du génome et nombre de copies de gènes dans l’opéron rrn de mycobactéries non-
tuberculeuses à croissances rapide (A) et lente (B) 
 Espèce Taille du génome  Nombre d’éléments dans l’opéron rrn 
  kpb Référence  16S ITS 23S 5S ARNt Référence 
A M. abscessus 5067 (Ripoll et al. 2009)  1    47 (Ripoll et al. 2009) 
 M. agri    2     (Menendez et al. 2002) 
 M. alvei    1     (Menendez et al. 2002) 
 M. chelonae 4045 (Fogel et al. 1999)  1     (Domenech et al. 1994) 
 M. diernhoferi    2     (Menendez et al. 2002) 
 M. fortuitum 5000 (Fogel et al. 1999)  2     (Menendez et al. 2002) 
 M. gilvum 5619 (Klappenbach et al. 2001)  2  2 2 46 (Klappenbach et al. 2001) 
 M. mucogenicum    2     (Menendez et al. 2002) 
 M. peregrinum    2     (Menendez et al. 2002) 
 M. phlei 6311 (Fogel et al. 1999)  2 2 2 2  (Klappenbach et al. 2001) 
 M. porcinum    2     (Menendez et al. 2002) 
 M. senegalense    2     (Menendez et al. 2002) 
 M. smegmatis 7168 (Fogel et al. 1999)  2 2 2 2 47 (Klappenbach et al. 2001) 
 M. vaccae 4045 (Fogel et al. 1999)        
 M. vanbaalenii 6491 (Klappenbach et al. 2001)  2  2 2 49 (Klappenbach et al. 2001) 
 M. wolinskyi    2     (Menendez et al. 2002) 
B M. avium 5838 (Fogel et al. 1999)  1 1 1 1 46 (Klappenbach et al. 2001) 
 M. celatum    2     (Reischl et al. 1998b) 
 M. farcinogenes 7023 (Fogel et al. 1999)        
 M. intracellulare    1 1 1 1  (Klappenbach et al. 2001) 
 M. gastri 6796 (Fogel et al. 1999)        
 M. gordonae 7395 (Fogel et al. 1999)        
 M. intracellulare 5016 (Fogel et al. 1999)  1     (Bercovier et al. 1986) 
 M. kansasii 6197 (Fogel et al. 1999)        
 M. marinum 5825 (Fogel et al. 1999)  1    46 (Ripoll et al. 2009) 
 M. scrofulaceum 5639 (Fogel et al. 1999)        
 M. terrae    2     (Ninet et al. 1996) 
 M. ulcerans 5631 (Klappenbach et al. 2001)  1  1 1 45  
 M. xenopi 5324 (Fogel et al. 1999)        
 Une variabilité du nombre de promoteurs des opérons rrs 
Plusieurs études rapportent que l’opéron rrnB des mycobactéries ne présente qu’un seul 
promoteur qu’elle soit à croissance rapide ou lente, alors que l’opéron rrnA des 
mycobactéries à croissance rapide possède plusieurs promoteurs (Tableau 3). Par antagonisme 
à l’observation qu’il existe plus de promoteurs sur l’opéron rrnA que sur l’opéron rrnB, il 
semble que ce dernier pour la NTM à croissance rapide M. fortuitum contribue plus à la 
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production de pré-ARN que son opéron rrnA (Menendez et al. 2002). Il semble donc difficile 
d’affirmer que les vitesses de croissance des NTM soient uniquement la conséquence d’un 
nombre de promoteur sur l’opéron rrnA supérieur à celui observé sur l’opéron rrnB. Par 
ailleurs, l’opéron rrnA des mycobactéries à croissance rapide possède d’avantage de 
promoteurs lorsque l’espèce ne possède pas l’opéron rrnB, ce qui est le cas pour les espèces 
M. chelonae et M. abscessus (Tableau 3). Cette observation a amené l’hypothèse selon 
laquelle les mycobactéries à croissance lente, ne possédant pas l’opéron rrnB, limitaient ce 
déficit par plus de promoteurs à l’opéron rrnA que n’en ont les mycobactéries à croissance 
rapide possédant l’opéron rrnB (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997). 
Tableau 3 : Nombre de promoteurs des opérons rrnA et rrnB de mycobactéries à croissance rapide et à 
croissance lente possédant ou non (na : non applicable) l’opéron rrnB 
Croissance et nombre Espèce Nombre de promoteurs Référence 
d’opérons rrn  rrnA rrnB  
Rapide à deux opérons M. phlei 3 1 (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
 M. smegmatis 3 1 (Menendez et al. 2002) 
 M. fortuitum 4 1 (Menendez et al. 2002) 
 M. neoaurum 3 1 (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
Rapide à un opéron M. chelonae 5 na (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
 M. abscessus 5 na (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
Lente à deux opérons M. celatum 2 1 (Stadthagen-Gomez et al. 2008) 
Lente à un opéron M. tuberculosis 1 na (Gonzalez-y-Merchand et al. 1997) 
I.2 / L’épidémiologie 
I.2.a / Le pouvoir pathogène 
Les mycobactéries peuvent être regroupées en fonction de leur pouvoir pathogène. 
Certains auteurs parlent de l’ensemble des mycobactéries pathogènes obligatoires en y 
intégrant les espèces du MTC et M. leprae, de l’ensemble des mycobactéries potentiellement 
pathogènes en y intégrant les NTM M. ulcerans, M. marinum, M. abscessus, M. fortuitum, 
M. chelonae, M. kansasii, M. avium, M. intracellulare, M. malmoense, M. xenopi et 
M. haemophilum, ainsi que de l’ensemble des mycobactéries saprophytes environnementales 
qui intégrerait l’ensemble des autres espèces de NTM (Kazda 2009 ; Kazda et Pavlik 2009 ; 
Pavlik et al. 2009). D’autres auteurs parlent de l’ensemble des mycobactéries spécifiquement 
pathogènes en y regroupant les espèces du MTC, M. leprae, M. ulcerans et M. marinum car 
elles provoquent des pathologies caractéristiques connues sous les appellations respectives de 
tuberculose, lèpre, ulcère de Buruli et granulome de piscine, ainsi que de l’ensemble des 
mycobactéries pathogènes opportunistes en y regroupant les espèces M. fortuitum, 
M. chelonae, M. kansasii, M. avium, M. intracellulare, M. malmoense, M. xenopi, 
M. haemophilum, M. scrofulaceum, M. simiae, M. celatum, M. gordonae, M. szulgai, 
M. genavense et M. asiaticum (Gangadharam et Jenkins 1998a). Il est aussi possible de 
trouver dans la littérature les espèces du MTC, l’espèce M. leprae, ainsi que les espèces de 
NTM M. ulcerans, M. kansasii et M. haemophilum, regroupées dans l’ensemble des 
mycobactéries pathogènes obligatoires par opposition aux autres NTM considérées comme 
provenant de l’environnement (Kazda 2000). Il n’y a donc pas de consensus sur la 
pathogénicité des NTM. Effectivement, certaines NTM peuvent coloniser les surfaces 
cutanées, les muqueuses ou les sécrétions biologiques sans provoquer de maladie (Hopewell 
et Bloom 2000), mais rares sont les espèces de NTM qui n’ont jamais été décrites dans des 
cas infectieux humains ou animaux (Tortoli 2006). 
I.2.b / L’origine environnementale 
En l’absence de transmissions inter-humaines connues (Radomski et al. 2010), il 
semblerait que l’homme, au même titre que les animaux, soit contaminé par des NTM 
provenant de l’environnement (Annexe 1). Effectivement, les descriptions des espèces NTM 
ont été faites à partir d’isolements de cas infectieux d’humains ou d’animaux, que l’on appelle 
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en fait mycobactérioses, ou à partir d’isolements de l’environnement (Annexe 2). Par 
exemple, une étude de cohorte effectuée avec des tests cutanés de recherche d’antigènes chez 
la population en Floride indique que le sol est un réservoir majoritaire de la NTM M.°avium, 
associée à des pathologies humaines, et que les personnes ayant des activités agricoles sont 
les plus exposées à l’infection (Reed et al. 2006). Par ailleurs, une étude de comparaison de 
séquences nucléiques, à Rio de Janeiro, rapporte que les espèces de NTM isolées de cas 
humains et de l’environnement sont souvent semblables (Senna et al. 2008). Dans le cas 
présent, les NTM d’origine environnementale avaient été isolées de l’eau, du sol, de fèces 
bovines et de porcs. Les isolats environnementaux présentant des similarités avec les isolats 
cliniques avaient été majoritairement attribués aux NTM M. avium ssp. et M. fortuitum (Senna 
et al. 2008). Bien que l’environnement semble être une source majeure des infections à NTM, 
par comparaison avec des isolats humains et animaux par polymorphismes de longueur des 
fragments de restriction (restriction fragment length polymorphism: RFLP) et variations du 
nombre de répétition en tandem et des unités répétitives parsemées mycobactériennes 
(variable number of tandem repeat- mycobacterial interspersed repetitive units: VNTR-
MIRUs), il a été démontré lors de mon master que des isolats de MAH issus de cas humains 
ou animaux présentaient des combinaisons de profils génétiques identiques ou similaires 
(Annexe 1), et donc que le risque zoonotique n’était pas à exclure (Radomski et al. 2010). En 
Finlande, une étude de comparaison d’isolats humains, animaux et environnementaux par 
analyse des lipides membranaires, tests conventionnels et séquençage du gène rrs et de 
l’espace transcrit interne (internal transcribed spacer: ITS), indique que l’eau d’un ruisseau 
pourrait être une origine majeure de mycobactérioses humaines et animales, en particulier 
l’espèce M. bohemicum dont les isolats humains et environnementaux présentaient des profils 
identiques (Torkko et al. 2002). 
I.2.c / L’incidence 
 Mondiale 
Même si l’organisation mondiale pour la santé a déclaré les NTM pathogènes émergents 
dans l’eau en 2004 (Pedley et al. 2004), il n’y a pas d’évaluation mondiale de l’incidence des 
mycobactérioses pour chaque espèce de NTM. Néanmoins, la mycobactériose majeure sur le 
globe, provoquée par M. kansasii, représente environ 11,6 cas pour 100 000 habitants en 2009 
(Kazda et Pavlik 2009), soit environ 788 800 cas dans le monde si l’on considère que la 
population mondiale en 2009 était d’environ 6,8 milliards d’individus. A titre de 
comparaison, ce chiffre est supérieur à l’incidence de la lèpre qui atteignait 286 000 cas en 
2004 et 219 826 cas dans l’hémisphère sud en 2006 (Kazda et Pavlik 2009), et très inférieur à 
l’incidence de la tuberculose, déclarée priorité mondiale par l’organisation mondiale pour la 
santé, estimée actuellement à environ 1,7 milliard d’humains infectés sur le globe, 
majoritairement en Afrique, en Asie du Sud-Est et dans le Pacifique Ouest (Gangadharam et 
Jenkins 1998b). 
 Française 
En 2006, 2007 et 2008, le réseau Azay de surveillance des mycobactérioses en France 
(Maugein et Bauriaud 2009) a recensé respectivement 242, 207 et 231 cas sur 20 centres 
hospitaliers, majoritairement causés par les espèces M. avium-intracellulare, et dans une 
moindre mesure par les espèces M. abscessus, M. xenopi, M. marinum, M. kansasii et 
M. chelonae (Figure 3A). Sans prendre en compte les hôpitaux locaux, les centres hospitaliers 
spécialisés en psychiatrie, les centres de lutte contre le cancer, ainsi que les établissements de 
lutte contre les maladies mentales et les établissements de soins de courte, moyenne et longue 
durées, l’Institut national de la statistique et des études économiques recensait en France 527 
centres hospitaliers publics en 2007. Si l’on considère que ces centres hospitaliers ont la 
même capacité d’accueil, ce qui ne reflète pas la réalité, il serait donc possible d’estimer à au 
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moins 5 000 les cas de mycobactérioses en France pour l’année 2007, toutes espèces de NTM 
confondues hors établissements privés.  
I.2.d / Les formes de mycobactériose 
Le recensement des mycobactérioses en France entre 2006 et 2008 par le réseau Azay 
de surveillance des mycobactérioses (Maugein et Bauriaud 2009), indique que les formes 
pulmonaires sont prédominantes et majoritairement provoquées par M. avium-intracellulare, 
et, dans une moindre mesure, par M. abscessus, M. xenopi et M. kansasii (Figure 3B). Les 
autres formes de mycobactériose sont moins fréquentes et regroupent des formes cutanées 
provoquées principalement par M. marinum et M. chelonae, des formes disséminées 
provoquées par M. avium-intracellulare, des lymphadénites provoquées par M. avium-
intracellulare principalement chez l’enfant, et des formes articulaires rares provoquées 
principalement par M. xenopi et M. arupense (Figure 3B). Ces observations suggèrent des 
voies d’exposition majoritairement respiratoires et dans une moindre mesure cutanées. 
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* M. celatum, M. genavense, M. goodii, M. haemophilum, M. houstonense, M. malmoense, 
M. nonchromogenicum, M. peregrinum, M. scrofulaceum, M. simiae, M. szulgai, M. triplex. 
 
Figure 3 : Synthèse du nombre de cas (A) et de forme (B) de mycobactérioses humaines recensées dans les 
20 centres hospitaliers français du réseau de surveillance Azay (12 concernant M. marinum) entre 2006 et 
2008 (données adaptée (Maugein et Bauriaud 2009)) 
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I.2.e / Les voies d’exposition 
Les données françaises sur les formes de mycobactérioses (Figure 3B) sont totalement 
en accord avec les études d’autres pays pour lesquelles les formes pulmonaires, cutanées et 
ganglionnaires seraient causées ou soupçonnées d’avoir été causées par de l’eau contaminée 
(Annexe 3). Ces observations suggèrent aussi des formes respiratoires ou cutanées et 
soulignent l’existence de cas attribués à des actes iatrogènes comme les infections 
nosocomiales suite à un acte chirurgical (Rajini et al. 2007) ou les infections post-
traumatiques (Adékambi et al. 2006e). Ces mycobactérioses acquises par voies respiratoire, 
cutanée ou iatrogène seraient principalement causées par de l’eau contaminée de différentes 
natures, allant de l’eau du robinet à l’eau de rivière en passant par l’eau de baignade, des 
aérosols ou de l’eau marécageuse (Annexe 3). Par ailleurs, une seule étude, en Floride, 
indique que le sol serait un réservoir du MAC associé à des infections humaines, et que les 
personnes ayant des expositions prolongées au sol auraient un risque accru d’infection par le 
MAC (Reed et al. 2006). Néanmoins, aucune étude à ce jour ne décrit la ou les voies 
d’exposition aux NTM provenant du sol. 
 Voie d’exposition aux infections pulmonaires 
Parmi les infections humaines aux NTM liées à l’eau, l’infection pulmonaire est très 
décrite. Dans ces cas, l’eau sous forme d’aérosol est incriminée et cause des infections à 
M. szulgai chez des adultes immunodéprimés (Zhang et al. 2002) ainsi que des infections par 
le MAC (Khoor et al. 2001 ; Falkinham 2003b ; Lumb et al. 2004 ; Primm et al. 2004 ; 
Marras et al. 2005 ; Sood et al. 2007) et, dans une moindre mesure, des infections à 
M. fortuitum (Khoor et al. 2001 ; Sood et al. 2007), M. immunogenum (Falkinham 2003b ; 
Kim et Yur 2004 ; Primm et al. 2004), et M. terrae (Jussila et al. 2002), M. chelonae (Primm 
et al. 2004) chez des adultes immunocompétents. Ces infections par inhalation ont été 
observées dans des jacuzzis (Kahana et Kay 1997 ; Khoor et al. 2001), des enceintes de loisirs 
(Falkinham 2003b ; Lumb et al. 2004 ; Primm et al. 2004), des locaux infiltrés d’eau (Jussila 
et al. 2002), des locaux de travail (Falkinham 2003b) et même des enceintes hospitalières 
(Zhang et al. 2002) et des maisons individuelles (Falkinham 2003a ; Marras et al. 2005), au 
Canada, en Australie, en Finlande et aux USA. Certaines formes pulmonaires de 
mycobactérioses humaines ont aussi été décrites sans pour autant pouvoir les relier à des 
infections d’origines hydriques. Cela a été le cas aux USA, Corée, Israël, Afrique du Sud ou 
Canada, et les espèces incriminées étaient majoritairement M. kansasii (Corbett et al. 1999 ; 
Marras et al. 2004 ; Manali et al. 2005 ; Yim et al. 2005 ; Shitrit et al. 2006), ainsi que les 
espèces du MAC (Corbett et al. 1999 ; Eckburg et al. 2000), M. gordonae (Barber et al. 1991 
; Corbett et al. 1999 ; Eckburg et al. 2000), M. mucogenicum (Eckburg et al. 2000), M. xenopi 
(Park et al. 2007), M. flavescens, M. fortuitum, M. malmoense, M. scrofulaceum, M. szulgai et 
M. terrae (Corbett et al. 1999). 
 Voie d’exposition aux infections cutanées 
Les infections cutanées aux NTM liées à l’eau sont aussi très décrites. Outre l’ulcère 
cutané de Buruli causé par l’eau contaminée par M. ulcerans dans l’hémisphère sud (Ross et 
al. 1997 ; Stinear et al. 2000 ; Pedley et al. 2004 ; Williamson et al. 2008), d’autres NTM 
causent dans l’hémisphère nord des infections cutanées. L’eau de l’environnement a été 
incriminée dans des cas de dermatites ulcératives causées par M. bohemicum chez des 
personnes âgées en Finlande (Torkko et al. 2001). Aux USA, de nombreuses études 
rapportent des cas d’infections cutanées ou des furonculoses chez des personnes 
immunocompétentes, provoquées par des NTM ayant contaminé l’eau de centres de pédicure 
comme M. fortuitum (Winthrop et al. 2002 ; Sniezek et al. 2003 ; Vugia et al. 2005), 
M. chelonae (Sniezek et al. 2003) et M. mageritense (Gira et al. 2004). Des infections 
cutanées des membres, sous forme de nodules, ont aussi été observées chez des personnes 
immunocompétentes ayant contracté M. marinum après un contact cutané avec de l’eau 
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contaminée de piscines en Chine (Cai et al. 2006) ou d’aquariums aux USA (Cassetty et 
Sanchez 2004). Sans pour autant relier l’infection à une contamination hydrique, l’espèce 
M. cosmeticum a été décrite dans le cas d’une femme présentant des lésions sous-dermales 
suite à des bains de pieds et d’éviers dans un centre de mésothérapie aux USA (Cooksey et al. 
2004). 
 Voie d’exposition aux infections ganglionnaires 
L’eau en général est une origine possible des infections ganglionnaires chez les enfants 
aussi nommées lymphadénites et pouvant être dues aux espèces du MAC, M. kansasii, et 
M. scrofulaceum (Falkinham 2003a ; Primm et al. 2004). Plus précisément, des infections 
ganglionnaires aux NTM ont pu être causées par de l’eau de piscine contaminée par les 
espèces du MAC ou M. haemophilum aux Pays-Bas (Lindeboom et al. 2005), et de l’eau du 
robinet contaminée par M. gordonae en Suisse et en Italie (Tortoli et al. 1999), 
respectivement chez des enfants et des sujets immunodéficients. Sans incriminer l’eau comme 
vecteur de l’infection, des lymphadénites méningées ont de plus été provoquées par 
M. mucogenicum en France chez des personnes immunocompétentes (Adékambi et al. 2006b) 
et par M. palustre chez des enfants en Finlande (Torkko et al. 2002). 
 Voie d’exposition aux infections articulaires et osseuses 
Sans vecteur de contamination connu, des infections articulaires et osseuses sont à 
noter. Ces infections peuvent prendre plusieurs formes comme des ostéomyélites (infection de 
l’os) au Japon (Yano et al. 2004) et des arthrites septiques (inflammation de l'articulation) en 
Israël (Neuberger et al. 2006) provoquées par M. kansasii, des ténosynovites (inflammation 
d'un tendon et de sa gaine synoviale) en Chine provoquées par M. marinum (Tsai et al. 2006), 
des spondylites (inflammation des vertèbres) en France provoquées par M. xenopi (Meybeck 
et al. 2005). D’après une étude en France, l’eau du robinet d’un bloc chirurgical fut la source 
de contamination à M. xenopi au cours d’interventions chirurgicales sur des patients soufrants 
d’hernies discales. Les infections des vertèbres en résultant furent observées jusqu’à 4 ans 
après les mesures de contrôle mises en place (Astagneau et al. 2001). 
 Voie d’exposition aux infections particulières 
Certaines infections aux NTM liées à l’eau surviennent en raison d’autres facteurs 
additionnels. Par exemple, les personnes à risques comme les patients porteurs du virus de 
l’immunodéficience humain (human immunodeficiency virus: HIV) sont particulièrement 
sensibles aux infections d’origine hydrique causées par le MAC (Falkinham 2003b). Les actes 
chirurgicaux, comme les laparoscopies, sont aussi des facteurs augmentant le risque 
d’infection à M. chelonae liée à l’eau (Rajini et al. 2007). Il a été aussi décrit un cas 
d’infection à M. conceptionense chez une personne ayant séjourné longtemps dans l’eau d’une 
rivière suite à une lésion ouverte accidentelle du tibia (Adékambi et al. 2006e). L’eau de 
rivière semble aussi pouvoir véhiculer MAP (Pickup et al. 2005), soupçonnée être l’agent 
étiologique de la maladie de Crohn (Legrand et al. 1999). Cette maladie est, en général, une 
inflammation du gros intestin sous forme de granulomes, et l’agent responsable de l’infection 
présente des caractéristiques culturales et biochimiques semblables à celles de MAP. A ce 
jour, l’état des recherches rend difficile d’affirmer que l’agent responsable de la maladie de 
Crohn est MAP, ou une nouvelle espèce de mycobactérie, ou encore une cause 
multifactorielle (Thorel 1989). Sans relier ces cas à une contamination d’origine hydrique, des 
formes très particulières de mycobactérioses sont observables comme des néphrites 
(inflammation du rein) en Italie (Serra et al. 2007) et des nécroses des tissus en Finlande 
(Lehtinen et al. 2005) provoquées par M. fortuitum, ainsi que d’autre infections diverses en 
Zambie provoquées par M. lentiflavum et M. intracellulare (Buijtels et Petit 2005). 
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I.2.f / Les facteurs de virulence 
 Les familles de protéines PE et PPE 
Une importante proportion des capacités codantes des mycobactéries est utilisée pour 
produire deux familles de protéines mycobactériennes de surface énigmatiques qui ont la 
particularité d’être riches en glycine : la famille PE et la famille PPE. Comme leur nom 
l’indique, ces familles de protéines présentent toutes en N terminal les profils Pro-Glu (PE) et 
Pro-Pro-Glu (PPE), suivis de résidus conservés de taille variable, et de répétions de motifs 
riches en glycine en position C terminal (Cole et al. 1998 ; Garnier et al. 2003 ; Li et al. 2005 
; Stinear et al. 2010). A titre d’exemple, ces familles de protéines représenteraient 4,2 % des 
protéines de M. tuberculosis (167 PE et PPE), 1,4 % pour M. bovis (57 PE et PPE), 0,9 % 
pour M. avium ssp. paratuberculosis (42 PE et PPE), 2,8 % pour M. ulcerans (115 PE et PPE) 
et 5,2 % pour M. marinum (281 PE et PPE). Sans pour autant avoir défini clairement leur rôle, 
ces familles de protéines PE et PPE joueraient un rôle antigénique majeur dans les 
mécanismes de réponse immunitaire (Denis et Perronne 2004). De plus, une étude de 
comparaison des génomes a souligné que la différence principale entre ceux de 
M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae et MAP, était les gènes codant la synthèse de ces 
protéines riches en glycine (Marri et al. 2006). 
 Les protéines ESAT 
Les gènes codant les familles de protéines PE et PPE seraient associés avec une protéine 
de 6 kDa (early secretory antigenic target: ESAT-6) qui encode un système de sécrétion 
antigénique dépendant de l’adénosine triphosphate (adenosine-5'-triphosphate: ATP) (Ripoll 
et al. 2009). Ces protéines ESAT-6 sont codées par groupe de gènes nommés esx (early 
secretory system), en particulier le gène esx-3 a, à ce jour, été trouvé chez toutes les 
mycobactéries dont le génome a été totalement séquencé, et jouerait donc un rôle fondamental 
dans le cycle de vie des mycobactéries, ainsi que le gène esx-1, nécessaire à la propagation 
dans les macrophages et à la formation de granulomes, deux clefs essentielles de la 
pathogénicité des mycobactéries (Stinear et al. 2010). 
 Les protéines MCE 
Les protéines d’entrée dans les cellules de mammifère (mammalian cell entry : MCE), 
permettant aux mycobactéries d’envahir les cellules hôtes en résistant dans les macrophages, 
sont codées par un opéron mce dont le nombre serait lié à la pathogénicité des actinomycètes. 
Par exemple, il est possible de dénombrer chez M. abscessus, Nocardia farcinica et 
M. smegmatis, respectivement 7, 6 et 4 opérons mce, alors qu’il n’y en aurait seulement un 
chez les actinomycètes non pathogènes Streptomyces avermitilis et Streptomyces coelicolor 
(Ripoll et al. 2009). Respectivement 4 et 8 gènes mce ont été dénombrés chez M. tuberculosis 
et M. avium ssp. paratuberculosis ; ce gène a aussi été identifié chez M. bovis, M. smegmatis 
et M. avium (Li et al. 2005). 
 Les protéines LpqH 
Les lipoprotéines de 19 kDa précurseurs d’antigènes (lipoprotein antigen precursor: 
LpqH) sont les antigènes immunitaires mycobactériens majoritairement reconnus par les 
lymphocytes T. Les LpqH joueraient un rôle dans la modification de la réponse de l’hôte. Les 
protéines LpqH sont détectables dans le sérum de patients tuberculeux et sont encodées sous 
des formes similaires ou non, par exemple, dans les génomes des NTM M. abscessus (Ripoll 
et al. 2009), M. marinum (Stinear et al. 2010) et M. bovis (Garnier et al. 2003). 
 Les régulateurs des facteurs de virulence 
Certaines NTM comme M. smegmatis et M. abscessus possèdent des régulateurs de 
contrôle de la virulence proches des facteurs sigma de M. tuberculosis (SigA, SigC, SigD, 
SigE, SigH: sigma factors). Plus précisément M. smegmatis et M. abscessus possèderaient 
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respectivement 4 et 5 de ces régulateurs et M. abscessus produirait en plus un facteur de 
transcription de la virulence homologue à celui de M. tuberculosis codé par virS (virulence 
factor) (Ripoll et al. 2009 ; Stinear et al. 2010). Par ailleurs le système de régulation 
dépendant au fer (iron-dependent regulatory function), codé par le gène ideR, jouerait un rôle 
majeur dans la régulation de la virulence des mycobactéries. Effectivement, en présence d’une 
concentration intracellulaire importante en fer, causée par un environnement riche en fer, le 
système ideR augmenterait les défenses contre ce stress oxydant, activerait les gènes bfrA 
(bacterioferritin) et bfrB (ferritin) codant les protéines bactérioferritine et ferritine de stockage 
du fer, et réprimerait le gène mbt (mycobactin) codant la production de mycobactine 
(sidérophore), ce qui aurait un impact direct sur la virulence, car le système ideR contrôlerait 
aussi la production des protéines antigéniques PE et PPE (Marcela Rodriguez et Smith 2003). 
 Résistance aux antibiotiques 
La structure et l’architecture complexe et particulière de la paroi des mycobactéries 
suggère que cette dernière joue un rôle primordial dans leur virulence mais aussi dans leur 
résistance naturelle aux antibiotiques (Legrand et al. 1999). Plus précisément, les 
antibiotiques, comme la rifampicine, la clarithromycine, l’amikacine, la ciprofloxacine, la 
clofazimine, l’éthambutol, la rifabutine, la cyclosérine ou l’éthionamide, peuvent être utilisés 
dans le traitement des infections causées par le MAC (Inderlied et al. 1993), qui peut 
présenter des résistances à la clarithromycine et à la rifampicine (Cangelosi et al. 2001). 
Néanmoins peu de données récentes existent concernant la résistance aux antibiotiques des 
NTM, notamment pour ceux classiquement utilisés pour ces types d’infections bactériennes 
(Tableau 4). 
Tableau 4 : Caractéristiques résistante (R), intermédiaire (I) et sensible (S) des antibiotiques 
classiquement utilisés pour traiter les infections M. avium-intracellulare, vis-à-vis d’autres espèces 
de mycobactéries non-tuberculeuses (Tortoli 2006) 
Espèce Antibiotiques 
 AK CIP CLM EB RIF STR 
M. arupense V R S S R R 
M. caprae S S - S S S 
M. chimaera V V V R V V 
M. florentinum V R S V V - 
M. parascrofulaceum V R S R S V 
M. parmense - S S S S S 
M. pinnipedii - - - S S S 
M. pseudoshottsii - - - S S - 
M. saskatchewanense S S S I S S 
« M. sherrisii » - R S R R - 
AK : amikacine, CIP : ciprofloxacine, CLM : clarithromycine, EB : 
ethambutol, RIF : rifampicine : ST : streptomycine. 
I.2.g / Le mécanisme de virulence 
Le mécanisme de virulence des espèces du MAC, qui fait office de modèle pour les 
NTM, n’est que partiellement décrit. Les macrophages humains auraient la faculté de 
phagocyter M. avium ssp., autre que paratuberculosis, via le composant C3 du complément, 
qui fixerait une hémagglutinine liant l’héparine (heparin-binding hemagglutinin : HbhA) de la 
membrane du bacille et qui activerait la phagocytose (Mueller-Ortiz et al. 2001). Le récepteur 
à fibronectine serait aussi responsable de l’intégration des bacilles aux macrophages, en 
relation avec l’activité d’un anion super-oxyde secrété par la cellule phagocytaire (Inderlied et 
al. 1993). D’autre part, une expérimentation par inoculation artificielle de macrophage de 
moelle osseuse de souris a démontré que les espèces du MAC ont la capacité de résister aux 
attaques de macrophages et de se multiplier dans ces phagosomes du fait d’une altération 
physiologique de ces derniers (Schaible et al. 1998). De plus, d’autres observations indiquent 
que des souches du MAC ont la capacité d’inhiber partiellement les fusions entre les 
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phagosomes et les lysosomes, ce qui freine la lyse des mycobactéries par les enzymes de 
protéolyse des lysosomes de l’hôte (Frehel et al. 1986 ; Inderlied et al. 1993). 
I.3 / L’écologie 
Rares sont les études ayant proposé une estimation de la quantité de NTM dans les 
environnements terrestres et aquatiques, qu’ils soient naturels ou non (Tableau 5). 
Néanmoins, la prévalence des NTM dans ces environnements, ainsi que certaines études plus 
spécifiques, permettent de décrire certaines facettes de l’écologie des NTM. 
Tableau 5 : Rares cas d’étude de quantification non normalisée des mycobactéries non-tuberculeuses dans 
des milieux aquatiques et terrestres 
Espèce Type d’eau Pays UFC/l Référence 
M. xenopi réseau d'eau potable France 1,0.101-1,0.102 (Dailloux et al. 2003) 
M. paratuberculosis rivière UK 1,0.103-1,0.108 (Pickup et al. 2005) 
M. avium Spa Australie 1,0.103-4,3.107 (Lumb et al. 2004) 
Mycobacterium spp. ruisseau Finlande 8,0.102-2,2.103 (Torkko et al. 2002) 
Mycobacterium spp. biofilm (eau potable) Afrique du Sud 0,1.101-4,6.105 (September et al. 2004) 
Mycobacterium spp. réseau d'eau potable USA 0,2.101-1,0.103 (Hilborn et al. 2006) 
Mycobacterium spp. réseau d'eau potable Plusieurs 0,1.101-3,5.103 (Vaerewijck et al. 2005) 
Mycobacterium spp. milieu naturel Finlande 9,7.102-5,8.103 (Torkko et al. 2001) 
Mycobacterium spp. réseau d'eau potable Finlande 0,1.101-1,0.103 (Torvinen et al. 2004) 
Mycobacterium spp. souterraines et de réseaux France 0,1.101-5,0.102 (Le Dantec et al. 2002b) 
Mycobacterium spp. ruisseau Finlande 0,1.101-2,2.103 (Iivanainen et al. 1993) 
Mycobacterium spp. Sols Finlande 1,0.107-1,0.108 (Nieminen et al. 2006) 
Mycobacterium spp. sols humiques Finlande 1,0.105-1,0.106 (Nieminen et al. 2006) 
Mycobacterium spp. sols neutres Malawi 2,0.102-1,0.104 (Chilima et al. 2006) 
I.3.a / Les habitats terrestres 
Même si les études sur la diversité des NTM dans les sols sont rares, elles soulignent 
l’importance de cette dernière (Tableau 6). 
Tableau 6 : Rares études rapportant la présence d’espèces de mycobactéries non-tuberculeuses dans 
différents types de sols 
Type de sol NTM Origine Référence 
Sols acides de forêts 12 espèces Finlande (Niva et al. 2006) 
Sols acides de forêts et de marécages M. avium Plusieurs (Kirschner et al. 1999) 
Sols neutres 18 espèces Malawi (Chilima et al. 2006) 
Sols d’élevages 7 espèces USA (Texas) (Norby et al. 2007) 
Plus précisément, il est avéré que les NTM se multiplient dans les sols riches en acides 
humiques présentant un pH faible (Falkinham 2009). Les marécages et les sols de certaines 
forêts présentant des valeurs faibles de pH et de fortes teneurs en acides humiques, seraient 
ainsi propices à la présence des NTM comme les espèces M. senegalense, M. porcinum, 
M. septicum, M. fortuitum, M. cookii, M. flavescens, M. farcinogenes, M. septicum, 
M. farcinogenes, M. manitobense, M. terrae et M. elephantis (Niva et al. 2006). 
Effectivement, il a été démontré que la croissance de M. avium est stimulée par les acides 
humiques et fulviques en milieux pauvres en oxygène dissous (Kirschner et al. 1999). 
Quantitativement, une seule étude sur des sols en Finlande, proposant une méthode basée sur 
l’hybridation sandwich fluorescente (fluorescent sandwich hybridization: FSH), estime que 
certains de ces sols peuvent contenir jusqu’à 107-108 mycobactéries/g, ou 10 à 100 fois moins 
en utilisant les outils classiques de bactériologiques (Nieminen et al. 2006). Une autre étude 
focalisant sur les sols d’élevage bovins a indiqué que les cultures positives des espèces du 
MAC, du MtC, du MAIS, ainsi que des espèces M. gordonae, M. scrofulaceum, M. asiaticum 
et M. abscessus, étaient significativement associées avec des valeurs de faibles du pH, des 
concentrations en calcium faibles, et des concentrations fortes en fer, zinc et manganèse 
(Norby et al. 2007). Durant une étude des sols au Nord du Malawi, des espèces du MFC 
furent isolées dans l’ensemble des échantillons de sols testés (Chilima et al. 2006), Cette 
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étude, réalisée sur des sols présentant des pH relativement neutres, a mesuré entre 10
2
 et 10
4
 
mycobactéries/g de sol en utilisant la coloration de Ziehl-Neelsen (Chilima et al. 2006), qui 
par ailleurs peut aussi colorer d’autres AFB (chapitre I§I.1.a / ). Bien que les NTM isolées des 
sols soient plus fréquemment des espèces à croissance rapide (Chilima et al. 2006), un centre 
expérimental en Angleterre a de plus démontré que le sol pouvait contenir différentes espèces 
de NTM à croissance rapide proches de M. fortuitum mais aussi d’autres à croissance lente 
proches de M. lentiflavum (Mendum et al. 2000). 
Par ailleurs, les NTM comme M. avium peuvent survivre dans les sols (Legrand et al. 
1999). Se focalisant sur la survie de MAP dans l’environnement, une étude rapporte 
effectivement, que cette sous-espèce du MAC peut survive jusqu’à 55 semaines dans des sols 
de pâturage sec, totalement à l’obscurité, et dans une moindre mesure en présence de lumière 
(Whittington et al. 2004). Cette étude souligne aussi que l’ajout de moisissures ou de chaux 
au sol n’affectait pas la survie de MAP, qui comme d’autres mycobactéries, aurait la capacité 
de rentrer en dormance grâce à des éléments génétiques semblables aux gènes dps codant la 
synthèse du décaprényl diphosphate, et relA codant la guanosine 3',5'-bispyrophosphate 
(Whittington et al. 2004). Le gène dps confèrerait une résistance au stress oxydant comme 
celui du peroxyde d’oxygène, rencontrée chez les microorganisms pathogènes intracellulaires 
ou les microorganismes symbiotiques (Park et al. 2006), et le gène relA jouerait un rôle 
majeur dans la régulation des traits phénotypiques qui sont requis pour l’expression de la 
virulence et de la persistance des bactéries pathogènes (Nascimento et al. 2008). D’autres 
mécanismes de résistance aux moisissures peuvent aussi être observés, comme par exemple 
pour la NTM M. fluoranthenivorans qui a la possibilité de dégrader l’aflatoxine B1 pour se 
prémunir des attaques des Aspergillus flavus pouvant être présents dans les sols (Hormisch et 
al. 2004). 
I.3.b / Les habitats aquatiques 
La diversité des espèces de NTM dans les habitats aquatiques a été beaucoup plus 
décrite que celle des habitats terrestres. Tout comme celle des habitats terrestres, la diversité 
des NTM est très importante dans les habitats aquatiques naturels, mais aussi dans les 
environnements aquatiques non naturels comme les canalisations d’eau potable, les réseaux 
d’eau usée, les effluents hospitaliers, ou les bases de loisirs aquatiques (Tableau 7). 
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Tableau 7 : Etudes rapportant la présence d’espèces de mycobactéries non-tuberculeuses dans de l’eau de surface (A), 
de l’eau de consommation (B), des eaux usées (C), de l’eau de centre médicaux (D), de l’eau récréative (E), et d’autre 
type d’eau (F) 
 Type d’eau NTM Origine Référence 
A Rivière M. paratuberculosis UK (south wale) (Pickup et al. 2005) 
 Rivière M. paratuberculosis UK (south wale) (Pickup et al. 2006) 
 eau de l’environnement plusieurs espèces Malawi (Karonga) (Chilima et al. 2006) 
 rivière d’eau douce 15 espèces Nouveau Mexique (Rio Grande) (Bland et al. 2005) 
 Etang M. psychrotolerans Espagne (Trujillo et al. 2004) 
 lac peu profond M. ulcerans Australie (Langwarrin) (Stinear et al. 2000) 
 bassin d’un parc M. parascrofulaceum USA (Norris Geyser) (Santos et al. 2007) 
 eau de l’environnement M. bohemicum Finlande (western coast) (Torkko et al. 2001) 
 eau de l’environnement 2 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
B système de distribution 3 espèces USA (western) (Hilborn et al. 2006) 
 système de distribution 34 espèces Plusieurs (Vaerewijck et al. 2005) 
 eau du robinet M. tusciae Italie (Tortoli et al. 1999) 
 eau potable et glace 10 espèces USA (Covert et al. 1999) 
 système de distribution 4 espèces Finlande (Torvinen et al. 2004) 
 biofilm de tuyauterie 4 espèces Afrique du Sud (semiurban) (September et al. 2004) 
 eau du robinet 6 espèces Chine (Yuan) (Chang et al. 2002) 
 eau potable 2 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
 eau souterraine 8 espèces France (Paris) (Le Dantec et al. 2002b) 
C station d’épuration M. fortuitum Plusieurs (Primm et al. 2004) 
 eaux usées d’élevage M. paratuberculosis USA (Californie) (Lagunas-Solar et al. 2005) 
 eau non traitée M. paratuberculosis Irlande du Nord (Whan et al. 2005) 
D Hôpital 2 espèces USA (Houston) (Zhang et al. 2002) 
 eau d’hémodialyse plusieurs espèces Espagne (Mallorca) (Gomila et al. 2007) 
 Dentiste plusieurs espèces Angleterre (S-W) (Walker et al. 2000) 
 bain de thérapie 5 espèces USA (midwestern) (Angenent et al. 2005) 
 Hôpital 6 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
E eau de bain de pied 9 espèces USA (Californie) (Vugia et al. 2005) 
 eau de bain de pied 2 espèces USA (Californie) (Sniezek et al. 2003) 
 Jacuzzi M. bohemicum Canada (Ontario) (Kahana et al. 1997) 
 eau de bain de pied M. fortuitum USA (Californie) (Winthrop et al. 2002) 
 bain public 7 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
 bain d’un spa M. avium/intracellulare Australie (Lumb et al. 2004) 
F fluide en métallurgie M. immunogenum USA et Canada (Wallace et al. 2002) 
 système d’irrigation M. ulcerans Australie (Phillip Island) (Stinear et al. 2000) 
 eau résidentielle 3 espèces Plusieurs (Primm et al. 2004) 
 eau de baignoire M. avium/intracellulare Canada (Toronto) (Marras et al. 2005) 
 système d’irrigation 4 espèces Australie (Phillip Island) (Ross et al. 1997) 
 immeuble infiltré d’eau M. murale Finlande (Helsinki) (Vuorio et al. 1999) 
Dans cette littérature sur l’occurrence des espèces de NTM dans les différents types 
d’eau (Tableau 7), les espèces de NTM M. fortuitum, M. gordonae, M. avium-intracellulare, 
M. scrofulaceum, M. simiae, M. chelonae, M. ulcerans, M. intracellulare, M. kansasii, 
M. lentiflavum, M. nonchromogenicum, M. avium ssp paratuberculosis et M. szulgai, sont les 
plus citées (Figure 4). Il est à noter qu’une grande partie des espèces de NTM n’ont pas pu 
être identifiées à l’époque de leur isolement. De fait, l’occurrence des espèces est biaisée par 
l’époque, le lieu d’isolement, les différentes méthodes d’isolement utilisées aux cours du 
temps, ainsi que par l’intérêt, que portait la recherche, sur l’étude des espèces de NTM 
responsables majoritairement des pathologies humaines et animales (Figure 4). Néanmoins, 
ces données d’occurrence et de diversité indiquent que l’eau de consommation, à savoir l’eau 
du robinet, l’eau des réseaux de distribution d’eau potable, ainsi que l’eau des filières de 
potabilisation, est un type d’eau majoritairement cité dans la littérature sur les NTM d’origine 
hydrique en comparaison aux autres types d’eau (Figure 4). Ceci est certainement dû au fait 
que l’eau de consommation est une matrice largement étudiée dans un souci de santé 
publique, en comparaison à l’eau de l’environnement naturel. 
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(Kahana et Kay 1997 ; Kahana et al. 1997 ; Ross et al. 1997 ; Tortoli et al. 1999 ; Vuorio et al. 1999 ; Stinear et al. 2000 ; 
Walker et al. 2000 ; Torkko et al. 2001 ; Chang et al. 2002 ; Le Dantec et al. 2002b ; Le Dantec et al. 2002a ; Wallace et al. 
2002 ; Winthrop et al. 2002 ; Zhang et al. 2002 ; Sniezek et al. 2003 ; Lumb et al. 2004 ; Primm et al. 2004 ; September et al. 
2004 ; Trujillo et al. 2004 ; Angenent et al. 2005 ; Bland et al. 2005 ; Lagunas-Solar et al. 2005 ; Marras et al. 2005 ; Pickup 
et al. 2005 ; Vaerewijck et al. 2005 ; Vugia et al. 2005 ; Whan et al. 2005 ; Chilima et al. 2006 ; Hilborn et al. 2006 ; Pickup 
et al. 2006 ; Gomila et al. 2007 ; Santos et al. 2007). 
Figure 4 : Proportion (%) de citations d’espèces de mycobactéries non-tuberculeuses dans la littérature 
rapportant leur occurrence dans différents échantillons d’eau (156 citations d’espèces dans 32 articles 
publiés entre 1997 et 2007) 
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 Les habitats aquatiques naturels 
Tout comme les habitats terrestres naturels, il a été démontré que les NTM peuvent se 
multiplier dans l’eau proche d’environnements à pH faible (Falkinham 2009). Effectivement 
dans l’eau de rivière d’un bassin versant finlandais, la présence de NTM a été corrélée à des 
valeurs faibles de pH alors que cela n’a pas été le cas pour d’autres bactéries hétérotrophes 
(Iivanainen et al. 1993). Par ailleurs, dans cette étude un modèle expliquant 83 % des 
variations a été proposé, et justifie la présence des NTM dans cette rivière par des valeurs 
faibles de pH (5,6-5,9), la présence de plaines de tourbe et de zones de drainage à proximité, 
ainsi que par une demande chimique en oxygène (DCO) élevée (80 ± 140 mgO2/l) et une 
concentration forte en potassium (Iivanainen et al. 1993). Cette étude a également observé 
une corrélation positive entre le dénombrement des NTM par bactériologie et les 
concentrations de Fe, Al, Cu, Co et Cr dans l’eau de surface (Iivanainen et al. 1993). 
Effectivement, les NTM se sont adaptées aux conditions salines des eaux douces puisqu’elles 
peuvent résister jusqu’à 3 g/l de NaCl (Dailloux et al. 1999), et sont majoritairement 
mésophiles, à l’exception de M. psychrotolerans qui peut se multiplier à des températures 
basses (Derz et al. 2004), ce qui leur permet de se multiplier dans les eaux de rivière des 
régions tempérées. Par ailleurs, en raison du temps de génération long des mycobactéries dans 
l’environnement, 2,5 heures pour M. smegmatis et 7 heures pour M. marinum, par exemple, 
dans des conditions favorables en laboratoire (Bartmann 1975), ces dernières ne peuvent pas 
en théorie coloniser efficacement les environnements aquatiques naturels, car elles sont en 
compétition avec des espèces aux temps de génération plus rapides comme beaucoup de 
Protéobactéries (Kazda 2000). Toutefois il est à noter que dans l’environnement la plupart des 
espèces bactériennes ont des temps de génération longs allant de 20 à 200 heures et que les 
bactéries copiotrophes (vivant dans des environnements riches en nutriments, en particulier 
riches en carbone) à temps de génération courts sont le plus souvent sous forme dormante 
attendant un apport en matière organique (Roszak et Colwell 1987). La nature hydrophobe 
des NTM et leur résistance aux UV, confère sans doute à ces dernières la capacité d’occuper 
des micro-environnements spécifiques, par exemple les interfaces air-eau riches en lipides et 
exposées aux UV comme le neuston (ensemble des organismes liés à la surface de l'eau), ou 
bien les interfaces eau-surfaces (particules, plantes, pierres) ou la matière organique 
hydrophobe va également s’adsorber. Leur résistance aux acides leur confère aussi un 
avantage sélectif. Effectivement, ne rencontrant que peu de compétition dans les 
environnements acides auxquels elles résistent, les NTM semblent se multiplier d’avantage 
dans ces conditions que dans un environnement présentant des pH neutres, plus propices à la 
multiplication de microorganismes neutrophiles. Ainsi, les NTM semblent donc se multiplier 
préférentiellement dans l’eau de surface riche en acides humiques. 
 Les filières de potabilisation 
Les espèces de NTM M. gordonae, M. nonchromogenicum, M. aurum, M. gadium, 
M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae et M. intracellulare qu’elles proviennent d’eaux 
souterraines ou d’eaux de surface peuvent être présentes dans les stations de potabilisation, 
coloniser les granulés de charbon actif de ces stations, et ensuite être éliminées par un 
traitement final par chloration, comme cela a été rapporté pour la ville de Paris (Le Dantec et 
al. 2002b). Ainsi des stations de potabilisation utilisant des granulés de chardon actif, où 
peuvent se multiplient des NTM, et présentant une étape de chloration inefficace, peuvent 
apporter certaines espèces de NTM dans le réseau de distribution d’eau potable. 
Effectivement, l’étude de l’efficacité du traitement au chlore des usines de potabilisation 
(coefficient de létalité k exprimé en L/min/mg), montre que les espèces M. fortuitum (k = 
0,02) et M. chelonae (k = 0,03) sont plus résistantes que les espèces M. gordonae (k = 0,09) et 
M. aurum (k = 0,19), qui quant à elles sont 100 à 330 plus résistantes que E. coli (Le Dantec 
et al. 2002a). De plus, il a été démontré que la résistance au chlore de M. avium et 
M. intracellulare est significativement plus importante lorsque la bactérie s’est multipliée en 
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biofilm sur du polystyrène ou du verre, qu’en suspension (Steed et Falkinham 2006). Au sujet 
de la résistance au chlore, il est à noter que la désinfection par utilisation de chloramines 
(produits de chloration en présence de matières organiques) est plus efficace sur M. avium que 
la chloration (chlore libre) en raison des interactions corrosives avec les canalisations en métal 
(Norton et al. 2004). 
 Les réseaux de distribution d’eau potable 
Concernant les espèces de NTM qui arrivent dans le réseau de distribution d’eau, la 
croissance de ces dernières sous forme de biofilm serait favorisée par la présence de matière 
organique (Falkinham et al. 2001), ainsi que la faible présence de compétiteurs qui ne 
résistent pas aux traitements de potabilisation de l’eau (Kazda et Pavlik 2009). En effet, une 
étude pilote a démontré que la désinfection des canalisations éliminait les bactéries 
hétérotrophes, mais conduisait à une sélection quasiment à 100 % de M. avium (Norton et al. 
2004). En outre, dans l’eau d’usines de potabilisation aux USA, M. avium et M. intracellulare 
ont été retrouvées en entrée et en sortie d’usines, ainsi qu’en plus forte concentration dans le 
réseau de distribution (Falkinham et al. 2001). Dans cette étude, la turbidité et la 
concentration en matière organique de l’eau ont été corrélées à la quantité de ces deux NTM. 
Ceci démontre que ces dernières se multiplient dans le réseau de distribution d’autant plus 
facilement qu’il est riche en matière organique (Falkinham et al. 2001). Effectivement, les 
mycobactéries sont les plus hydrophobes des bactéries en raison de la composition lipidique 
importante de leur paroi, ce qui les conduit à s’adsorber facilement à la surface des bulles 
d’air dans l’eau, à la surface des bulles d’eau dans l’air, ou bien à la surface d’un plan d’eau 
(George et Falkinham 1989 ; Falkinham et al. 2004). La forte hydrophobicité des 
mycobactéries les conduit donc à se concentrer à l’interface eau/air, où la matière organique 
se concentre aussi par le même phénomène d’adsorption préférentielle (Falkinham 2004), 
entraînant la formation de biofilms mycobactériens sur la surface interne des conduits d’eau 
potable. De plus, une forte corrélation a été démontrée entre la résistance de M. avium et 
M. intracellulare au chlore et l’hydrophobicité des biofilms (Steed et Falkinham 2006), 
suggérant que la résistance au chlore des NTM est en partie causée par la formation des 
biofilms dans les canalisations d’eau potable. Plus récemment, une étude a démontré que 
l’espèce M. marinum produisait pendant la phase stationnaire de croissance une 
pseudocapsule constituée d’une alanine déshydrogénase de 40 kDa, lui permettant de se fixer 
à une surface hydrophobe comme le polystyrène, et d’initier à l’interface surface/air la 
formation d’un biofilm persistant en condition aérobie (Alavi et al. 2007). 
I.3.c / Les interactions 
L’association des NTM avec d’autres organismes ne semble pas être de type amensal 
(quand une espèce inhibe le développement de l'autre), mais plutôt de type commensal (le 
commensal bénéficie de son hôte sans lui nuire), ou parasitaire (le parasite se nourrit de la 
substance même de son hôte en le détruisant). Concernant le mutualiste (les deux organismes 
sont physiologiquement indépendants mais tirent un bénéfice mutuel à coopérer), il n’existe 
actuellement aucune indication de bénéfice pour une espèce animale, végétale ou protiste d’un 
bénéfice quelconque à coopérer avec une espèce mycobactérienne. Plus précisément, en 
fonction de l’espèce de NTM, l’association avec les insectes, d’autres microorganismes ou les 
végétaux semblent de type commensal, alors que l’association avec les amphibiens, les 
reptiles, les mammifères terrestres et les poissons semble parasitaire ou de type commensal. 
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 L’association de type commensal 
Les associations connues entre les NTM, les protozoaires, les végétaux ou les 
invertébrés semblent plutôt de type commensal. La bactérie, tirant bénéfice de son hôte sous 
forme de source de matière organique ou de facteurs de croissance, pourrait aussi l’utiliser 
comme un abri contre des conditions adverses. Il est possible que dans certains cas cette 
association soit de type mutualiste, l’hôte tirant un avantage de la présence de la NTM. Par 
exemple la bactérie pourrait jouer un rôle d’apport en nutriments, vitamines, facteurs de 
croissance ou en acides gras essentiels, ou encore empêcher d’autres microorganismes 
d’envahir l’hôte, ou bien dégrader des déchets toxiques du métabolisme de l’hôte. Cependant 
jusqu’à présent ce type de bénéfice n’a pas encore été décrit, il est donc difficile de statuer sur 
la possibilité de relations mutualistes avec les NTM. 
- Avec les protozoaires 
Le protozoaire aquatique du genre Acanthamoeba semblerait être un hôte 
environnemental des NTM (Cirillo et al. 1997 ; Steinert et al. 1998 ; Miltner et Bermudez 
2000 ; Adékambi et al. 2006d). Effectivement, il a été démontré in vitro qu’une souche de 
référence M. avium avait la capacité d’entrer dans le protozoaire aquatique Acanthamoeba 
castellanii et de s’y multiplier (Cirillo et al. 1997 ; Miltner et Bermudez 2000). D’autre part, 
il a été démontré in vitro que 26 espèces différentes de NTM avaient la capacité d’entrer dans 
les trophozoites et les kystes du protozoaire aquatique A. polyphaga, et d’y survivre 15 jours 
voir 24 h en présence de 15 mg/l de chlore libre (Adékambi et al. 2006d). Plus précisément, 
contrairement à Legionella pneumophila qui peut se multiplier en co-culture dans le kyste du 
protozoaire A. polyphaga, M. avium survivrait à l’extérieur de la double membrane du kyste 
et utiliserait les nutriments excrétés par ce dernier pour se multiplier de façon saprophyte 
(Steinert et al. 1998). Des études plus récentes proposent un modèle dans lequel les NTM 
résisteraient aux secrétions de toxines de ces protistes unicellulaires, se répliqueraient à 
l’intérieur du protozoaire et éviteraient les sécrétions du lysosome. Cette résistance 
intracellulaire des mycobactéries leur permettrait aussi de se protéger contre les conditions 
défavorables de leur environnement lorsque l’amibe est sous forme de kyste (Salah 2009). 
Concernant les réseaux de distribution d’eau potable, une étude sur l’eau du robinet aux USA 
indique que les Legionella et les Mycobacterium sont détectées au printemps avec l’amibe 
Acanthamoeba, et en automne avec les amibes Vahlkampfia et Naegleria (Marciano-Cabral et 
al. 2010), suggérant que l’association de ces bactéries pathogènes avec ces amibes est régie 
par les saisons. Par ailleurs, cette capacité des NTM à survivre dans les amibes, leur 
conférerait un pouvoir pathogène chez l’homme. Effectivement, la multiplication dans les 
amibes favorisait l’entrée et la multiplication de la mycobactérie dans les macrophages 
humains (Cirillo et al. 1997 ; Miltner et Bermudez 2000) et les cellules épithéliales 
intestinales humaines (Miltner et Bermudez 2000). De plus, la présence de M. avium dans 
A. castellanii permettrait à la bactérie de résister à des traitements par antibiotiques comme la 
rifabutine, l’azithromycine et la clarithromycine habituellement utilisés pour traiter les 
mycobactérioses (Miltner et Bermudez 2000). 
- Avec les légumes et les végétaux aquatiques 
Indirectement liés au sol, il a été démontré que des légumes entrant dans la 
consommation humaine, comme les brocolis, les salades, les poireaux, le basilic, les 
champignons ou les pousses de Daikon, pouvaient être contaminés par des NTM (Yoder et al. 
1999). Effectivement, en Californie, les espèces M. avium, M. gordonae, M. genavense ou 
M. flavescens, ont pu être isolées dans ces végétaux (Yoder et al. 1999). D’ailleurs, les zones 
à climat tempéré de la Floride semblent être particulièrement à risque vis-à-vis des 
mycobactérioses à M. avium, car le sol ne gèle pas en hiver, et les périodes de production 
agricole y sont plus longues (Reed et al. 2006). De plus, sans pour autant décrire de 
mécanismes de symbiose ou de parasitisme, l’étude sur la persistance et l’état de dormance de 
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MAP dans l’environnement, indique, en conditions expérimentales contrôlées, que cette sous-
espèce du MAC peut survire en présence de fèces dans l’herbe de pâturages jusqu’à 9 
semaines sous 70 % d’obscurité, et jusqu’à 24 semaines sous obscurité totale (Whittington et 
al. 2004). Néanmoins, aucune interaction avec ce type de végétaux et les NTM n’a, à ce jour, 
été décrite. Par ailleurs, il serait possible de considérer les algues comme des réservoirs 
potentiels des NTM. En effet, que ce soit des algues de pays tropicaux comme Rhizoclonium 
ou des algues communes aux pays tropicaux et tempérés comme Hydrodictyon, ces dernières 
ont la faculté de stimuler la croissance de M. ulcerans responsable de l’ulcère de Buruli dans 
l’hémisphère sud (Marsollier et al. 2004b). Cette étude n’a pas démontré cette stimulation de 
croissance pour d’autres mycobactéries à croissance lente, mais cela ne signifie pas que 
d’autres algues de régions tempérées ne pourraient pas avoir le même effet sur les espèces de 
mycobactéries de l’hémisphère nord. 
- Avec les insectes aquatiques 
Certains insectes pourraient être des réservoirs de NTM. Effectivement, M. ulcerans 
responsable de l’ulcère de Buruli transmis par l’eau dans les pays de l’hémisphère sud (Ross 
et al. 1997 ; Stinear et al. 2000 ; Pedley et al. 2004 ; Williamson et al. 2008), semblerait 
atteindre l’humain via certains insectes aquatiques. Par exemple, la puce d’eau Naucoris 
cimicoides, serait un hôte de M. ulcerans, qui survivrait et se multiplierait dans ses glandes 
salivaires sans lui créer des dommages visibles (Marsollier et al. 2002 ; Marsollier et al. 
2004a). 
 L’association parasitaire ou de type commensal 
L’association des NTM avec des vertébrés peut être soit parasitaire ou de type 
commensal en fonction de l’espèce de NTM considérée ou de l’état physiologique de la 
bactérie et de l’hôte. Les NTM sont des pathogènes opportunistes et donc peuvent être en 
association de type commensal avec un hôte sans provoquer de maladie. Lors d’une baisse 
des défenses de l’hôte cette relation commensale peut devenir parasitaire. 
- Avec les poissons 
Beaucoup d’espèces de poisson peuvent être des réservoirs de différentes espèces de 
NTM. M. marinum est la principale espèce d’une mycobactériose semblable à la tuberculose 
chez le poisson. Deux lignées de cette espèce sont responsables de pathologies, l’une 
uniquement chez les espèces poikilothermes (espèce dont la température corporelle varie avec 
celle du milieu), et l’autre à la fois chez ces espèces mais aussi chez les homéothermes 
(espèce dont la température corporelle est régulée par leur métabolisme) (van der Sar et al. 
2004). Concernant les espèces poikilothermes, les poissons d’aquarium comme 
Hypancistrus zebra (van der Sar et al. 2004) ou d’aquaculture comme Dicentrarcitus labrax, 
Chaetodon fasciatus, Sparus aurata, Siganus rivulatus, Eretmochelys imbricata, Cyprinus 
carpio, Bidyanus bidyanus et Channa striata peuvent être infectés par des NTM (Ucko et 
Colorni 2005). D’autre part, parmi les espèces de NTM décrites récemment une nouvelle a été 
isolée de bars d’Amérique présentant des ulcères cutanés et des lésions organiques dans la 
baie de Chesapeake dans le Maryland aux USA et nommée M. chesapeaki (Heckert et al. 
2001). Concernant les poissons destinés à la consommation humaine, certains poissons 
congelés présentés en grande surface en Espagne (Solea solea, Merluccius merluccius, Gadus 
morhua, Genypterus blacodes, Lophius piscatorius) peuvent contenir des NTM dans leurs 
tissus et dans l’eau de décongélation, en particulier les espèces M. terrae, M. peregrinum, 
M. nonchromogenicum, M. gordonae, M. fortuitum, et M. chelonae (Mediel et al. 2000). 
Néanmoins cette étude n’a pas pu déterminer si les NTM provenaient de l’eau ou du poisson, 
et aucune mycobactériose humaine d’origine alimentaire n’a, à ce jour, été démontrée. 
L’association des NTM avec les poissons serait donc parasitaire ou de type commensal en 
fonction de l’espèce de NTM considérée. 
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- Avec les amphibiens et les reptiles 
Les NTM sont certainement les agents étiologiques majeurs des infections provoquant 
des granulomes chez les serpents, les tortues et les lézards (Soldati et al. 2004). La plus 
courante des infections à NTM chez les amphibiens et les reptiles, est l’infection à 
M. marinum, qui peut provoquer des épidémies en captivité chez la grenouille taureau 
Pyxicephalus adspersus et des serpents (Maslow et Wallace 2002), et se traduit par la 
colonisation des chairs de l’animal (Pizzi et Miller 2005). Par ailleurs des pathologies cardio-
vasculaires causées par les NTM sont aussi à noter chez les amphibiens (Heinz-Taheny 2009). 
Dans l’environnement, d’autres espèces de NTM comme M. szulgai (Chai et al. 2006) et 
M. gordonae (Kirsch et al. 2008) peuvent provoquer des granulomes viscéraux chez la 
grenouille Xenopus tropicalis, dont des lignées cellulaires confèrent à M. ulcerans la capacité 
de se multiplier in vitro à des températures basses de l’ordre de 28°C (Drancourt et al. 2002). 
- Avec les oiseaux 
Les oiseaux de différentes espèces sont des réservoirs potentiels de NTM. En effet, une 
étude menée par la Société Zoologique de San Diego aux USA sur les mycobactérioses des 
oiseaux de zoo, entre 1991 et 2005, a observé une prévalence et une incidence respectivement 
de 1,2 % et 3 ‰ pour différentes espèces d’oiseaux (Witte et al. 2008). Cette étude indique de 
plus que sur les quelques identifications d’espèces effectuées, M. avium fut la plus 
fréquemment détectée. D’autres résultats issus d’observations en Europe montrent que 
M. genavense semble être l’espèce fréquemment isolée chez les oiseaux entre 1986 et 1995 
(Hoop et al. 1996), ainsi qu’entre 1983 et 1994 (Portaels et al. 1996). De même, il semble que 
dans une moindre mesure, les oiseaux puissent être infectés par les espèces M. fortuitum, 
M. tuberculosis, M. gordonae, et M. nonchromogenicum (Hoop et al. 1996). 
- Avec les mammifères terrestres 
Les mammifères terrestres sauvages et d’élevage semblent être des réservoirs majeurs 
des NTM. Par exemple, en France, la NTM M. avium peut infecter les animaux sauvages et 
les animaux d’élevage de la famille des bovidés, des suidés, des cervidés et des capridés (Biet 
et al. 2005). L’espèce M. avium cause d’ailleurs chez les porcs d’élevage des lésions 
tuberculeuses semblables à celles causées par des espèces du MTC, et pose donc des 
problèmes majeurs de prophylaxie de la tuberculose au cours de l’abattage des bêtes 
(Radomski et al. 2010) (Annexe 1). D’autres espèces de NTM peuvent aussi causer des 
infections chez les animaux sauvages et d’élevage. Par exemple en Egypte, les NTM 
M. avium, M. scrofulaceum, M. chelonae, M. porcinum, M. gallinarum et M. simiae 
provoquent des infections dans les élevages de porcs (Mohamed et al. 2009). En République 
Tchèque, M. avium est aussi principalement responsable d’infections mycobactériennes chez 
les bovins, et les NTM M. chelonae, M. terrae, M. phlei et M. fortuitum peuvent aussi infecter 
ce bétail (Pavlik et al. 2002). Bien qu’il n’ait pas encore été prouvé que l’alimentation soit 
une voie de contamination, le lait cru de buffle d’eau utilisé pour fabriquer des fromages au 
Brésil peut contenir les NTM M. simiae, M. kansasii, M. flavescens, M. gordonae et 
M. lentiflavum et représenter un risque pour les consommateurs (Jordaö Junior et al. 2009). 
Les mammifères sauvages et d’élevages semblent donc des hôtes majeurs de certaines espèces 
parasites de NTM et pourraient les excréter dans leur lait ou les répandre dans 
l’environnement via leurs fèces, en particulier la sous-espèce MAP du MAC (Richards et 
Thoen 1977 ; Khare et al. 2004). 
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I.3.d / Le rôle écologique 
Il n’existe que peu d’informations sur le rôle des NTM dans les cycles du carbone, de 
l’azote et du phosphore. En comparaison aux génomes de M. tuberculosis et M. bovis, la perte 
dans celui de MAP de la fumarate réductase et de l’opéron uréase (ure), intégrant les gènes 
ureA, ureB, ureC, ureD, ureF et ureG, indique qu’en condition anoxique, les nitrates sont une 
source d’énergie majeure pour cette sous-espèce du MAC, et que cette NTM présente 
probablement une faible préférence pour les environnements ammoniaqués et azotés (Marri et 
al. 2006). Néanmoins, aucune donnée ne permet de généraliser cette voie préférentielle de 
dégradation des acides aminés aux autres NTM. Concernant le cycle du carbone, la littérature 
souligne néanmoins l’importance des NTM dans l’utilisation des composés hydrophobes, des 
acides humiques et des lipides. 
 Utilisation des xénobiotiques carbonés 
Concernant la dégradation du carbone, la littérature se focalise beaucoup sur la 
dégradation de xénobiotiques carbonés, en particulier les hydrocarbures aromatiques 
polycycliques (polycyclic aromatic hydrocarbons: PAH). Dans les bassins versants, les sols 
pollués en PAH, au même titre que les sols non pollués, présentent une grande diversité de 
NTM. Effectivement une étude indique que les sols pollués en PAH (pH de 5,5 à 9,0 ; 
carbone organique total de 0,8 à 7,0 % ; lipides < 50 mg/kg) contiennent des NTM à 
croissance rapide métabolisant des PAH, comme M. anthracenicum, M. frederiksbergense, 
M. austroafricanum, M. hodleri et M. petroleophilum, ou non, comme M. alvei, 
M. moriokaense, M. lacus, M. mageritense, M. tusciae, M. gadium, M. isoniacini, 
M. holsaticum et M. septicum, alors que les sols non pollués en PAH (pH de 7,0 à 8,9 ; 
carbone organique total de 1 à 7 % ; lipides de 50 à 4600 mg/kg) ne contiennent pas de NTM 
métabolisant les PAH (Leys et al. 2005). Effectivement, des NTM à croissance rapide sont 
capables de dégrader de nombreux composés xénobiotiques pouvant être présents dans les 
sols. Plus précisément, les NTM saprophytes à croissance rapide M. anthracenicum, 
M. aromaticivorans, M. fluoranthenivorans, M. frederiksbergense, M. hodleri, 
M. pyrenivorans et M. vanbaalenii sont connues pour dégrader certains PAH comme 
l’anthracène, le benzopyrène, le benzanthracène, le biphényl, le chrysène, le fluoranthène, le 
fluorène, le 1-nitropyrène, le phénanthrène et/ou le pyrène (Tableau 8). Ces espèces de NTM 
pouvant dégrader des PAH, ont toutes été isolées de sols ou de sédiments pollués par ces 
composés, reflétant une nouvelle fois les capacités d’adaptation à l’environnement des NTM. 
Plus précisément, les gènes nidA et nidB (α and β subunit ring-hydroxylating dioxygenase) 
codant les sous-unités α et β des déshydrogénases de cycles aromatiques sont présents chez 
les NTM M. vanbaalenii, M. flavescens PYR-GCK, M. gilvum BB1 et M. frederiksbergense 
FAn9, qui sont connues pour leurs capacités de dégradation des PAH (Brezna et al. 2003). 
Tout comme pour le genre bactérien Sphingomonas qui est aussi capable de dégrader les 
PAH, il semble que la structure des communautés du genre Mycobacterium soit commandée 
par la biodisponibilité des PAH dans les sols (Uyttebroek et al. 2007a). Effectivement, les 
NTM capables de dégrader les PAH sont principalement associées à la fraction argileuse des 
sols (Uyttebroek et al. 2006). De plus, la NTM à croissance rapide M. montefiorense semble 
dominer la minéralisation du pyrène à pH 3-5, alors que dans un sol à pH 7 le pyrène semble 
d’avantage être utilisé par une communauté de NTM à croissance lente (Uyttebroek et al. 
2007b). Sans rapport direct avec la croissance, une NTM proche de M. diernhoferi a aussi été 
décrite comme ayant des capacités de dégradation d’un autre type de xénobiotique : 
l’endosulfan, un insecticide (Sutherland et al. 2002). Mais ce type de dégradation reste 
néanmoins peu décrit chez les NTM. D’autre part, certaines NTM ont acquis des résistances à 
certains xénobiotiques métalliques pouvant polluer les sols, comme par exemple M. marinum 
(Stinear et al. 2010) et M. abscessus (Ripoll et al. 2009), qui possèdent un plasmide de 
résistance au mercure. Là encore, ce type de dégradation de xénobiotiques reste très peu décrit 
chez les NTM. 
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Tableau 8 : Mycobactéries non-tuberculeuses isolées de sols pollués et capables de dégrader les 
hydrocarbures aromatiques polycycliques 
Espèce de 
mycobactérie 
Nom de la 
souche 
Contamination 
du sol 
Composés dégradés Référence 
M. anthracenicum Y15709 industrie non détaillé (Wang et al. 1998) 
M. aromaticivorans JS19b1 charbon non détaillé (Hennessee et al. 2009) 
M. fluoranthenivorans FA4 charbon fluoranthène (Hormisch et al. 2004) 
M. frederiksbergense - charbon phénanthrène, fluoranthène, 
pyrène 
(Willumsen et al. 2001) 
M. hodleri EMI2 fluoranthène phénanthrène, fluorène, 
pyrène, anthracène, 
fluoranthène 
(Kleespies et al. 1996) 
M. pyrenivorans 17A3 industrie phénanthrène, fluoranthène, 
pyrène 
(Derz et al. 2004) 
M. vanbaalenii PYR-1 pétrole chrysène, anthracène, 
fluoranthène, 1-nitropyrène, 
phénanthrène, biphényl, 
benzopyrène 
(Khan et al. 2002) 
non déterminée RJGII-135 charbon pyrène, benzanthracène, 
benzopyrène,  
(Schneider et al. 1996) 
non déterminée PC01 sédiments 
d’estuaires 
phénanthrène, anthracène, 
fluoranthène, pyrène, 
et benzanthracène 
(Rockne et al. 2003 ; 
Shor et al. 2003) 
 
 Utilisation des composés carbonés biotiques 
La croissance des NTM en biofilm dans les canalisations d’eau potable serait favorisée 
par la présence de matière organique (Falkinham et al. 2001), d’autant plus que les NTM et la 
matière organique se concentrent dans le même compartiment, à savoir l’interface eau/air 
(George et Falkinham 1989 ; Falkinham et al. 2004), en raison du phénomène d’adsorption 
préférentielle due à leur forte hydrophobicité (Falkinham 2004). Dans l’environnement, les 
NTM utilisent aussi ce phénomène d’adsorption préférentielle pour capter les éléments 
nutritifs organiques de petites tailles, afin de se multiplier même lorsque leur environnement 
est pauvre en matière organique (Primm et al. 2004). Néanmoins, aucune donnée n’est 
disponible sur le processus de dégradation de la matière organique par les NTM en milieu 
naturel. 
Alors que la littérature sur l’utilisation des lipides dans l’environnement par les NTM 
est quasiment inexistante, celle sur leurs voies d’assimilation et de biosynthèse est profuse. 
Sans décrire l’ensemble des facettes de la littérature à ce sujet, les mycobactéries peuvent 
incorporer par endocytose les acides gras, comme l’acide palmitique ou l’acide oléique, sous 
forme libre ou de triglycéride (Goren 1972). Sur le plan génétique, le métabolisme lipidique 
des mycobactéries comporte pas moins de 250 enzymes, incluant des enzymes homologues a 
ceux rencontrés chez les plantes et les animaux (Marri et al. 2006). Le catabolisme lipidique 
des mycobactéries est très décrit, et est majoritairement régi par l’opéron fad (fatty acid 
degradation operon) de dégradation des acides gras, qui semble assez conservé chez les 
espèces M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, et MAP (Marri et al. 2006). A titre de 
comparaison avec une autre bactérie, E. coli, les espèces de mycobactéries contiennent 
environ cinq fois plus de gènes contrôlant le catabolisme lipidique (Primm et al. 2004). Plus 
précisément, le répresseur transcriptionnel de la 3-cétostéroïde ∆1-déhydrogènase, codé par le 
gène kstR (3-ketosteroid ∆1-dehydrogenase), contrôlerait chez M. tuberculosis et 
M. smegmatis, l’expression de 83 et 73 gènes codant l’utilisation de divers lipides comme 
source énergétique (Kendall et al. 2007). Ce gène kstR avait été décrit initialement comme 
jouant un rôle dans le catabolisme du cholestérol chez des actinomycètes du sol comme 
Rhodococcus et dans la survie de M. tuberculosis dans les macrophages (van der Geize et al. 
2007). De plus, un second gène régulateur transcriptionnel nommé kstR2 a été récemment 
décrit comme contrôlant 15 gènes du catabolisme du cholestérol chez Mycobacterium et 
Rhodococcus (Kendall et al. 2010). Concernant l’anabolisme lipidique des mycobactéries, ce 
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dernier est basé sur l’élongation d’unités successives de malonyl-coenzyme A, ramifiées ou 
non (Goren 1972), et est contrôlé par 65 gènes en commun dans les génomes de 
M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, et MAP (Marri et al. 2006). Outre la production 
d’énergie, le métabolisme lipidique des mycobactéries joue un rôle majeur dans la production 
des constituants lipidiques de leur paroi. 
II / Les outils analytiques applicables aux matrices environnementales 
Jusqu’à présent la recherche sur les NTM a focalisé son attention sur les espèces 
d’intérêt en médecine humaine et vétérinaire ainsi que sur les espèces présentant des capacités 
de dégradation des PAH. Par conséquent, les outils analytiques actuels ne sont pas adaptés à 
l’étude des NTM dans l’environnement en général. Effectivement, les outils analytiques de 
détection, d’identification et de caractérisation des mycobactéries sont majoritairement issus 
de développements pour des applications dans le milieu médical ou vétérinaire. Ainsi, ces 
outils qui n’ont pas les mêmes objectifs, ne sont pas toujours applicables à des matrices 
environnementales, et l’étude des mycobactéries dans l’environnement nécessite une synthèse 
méthodologique avant tout développement à ce type de matrices. 
II.1 / La détection et la quantification 
II.1.a / Par microscopie 
 La propriété tinctoriale 
La richesse lipidique de la paroi des AFB, dont fait partie les mycobactéries, leur 
confère une résistance aux acides et aux bases. Cette résistance est à la base de la procédure 
de référence de coloration des AFB, appelée coloration de Ziehl-Neelsen. Cette méthode, à 
chaud, colore à la fuchsine, décolore à l’acide et l’alcool et contraste au bleu de méthylène 
D’autre coloration des AFB peuvent se faire à froid comme la coloration de Kinyoun qui 
utilise les mêmes réactifs que la coloration de Ziehl-Neelsen, la coloration de Tan-Thiam-Hok 
qui colore avec une solution de Kinyoun et décolore avec une solution de Gabett, et la 
coloration de Degommier qui colore à l’auramine, décolore à l’alcool et contraste au rouge de 
thiazine. Les colorations de Ziehl-Neelsen, Kinyoun et Tan-Thiam-Hok permettent d’observer 
en microscopie photonique les AFB en rouge orangé sur fond bleu, et la méthode de 
Degommier permet de les observer en microscopie à fluorescence en vert jaune sur fond 
rouge orangé (Euzéby 2010). Ces méthodes ne sont pas spécifiques des mycobactéries, car 
elles peuvent aussi colorer d’autres bactéries comme, par exemple, les genres Nocardia, 
Legionella ou Corynebacterium (Shinnick et Good 1994). Ces méthodes de détection par 
coloration ne permettent donc pas d’identifier les AFB détectés et nécessitent d’autres 
investigations par bactériologie ou biologie moléculaire, qui seront exposées par la suite. De 
plus, les seuils de détection et de quantification des ces méthodes sont très faibles (Woods et 
Walker 1996 ; Selvakumar et al. 2006). En conséquence l’application de ces dernières peut 
peut-être suffire pour détecter ou quantifier les AFB dans des matrices fortement contaminées 
comme les échantillons pathologiques, mais est peu efficace pour des matrices faiblement 
contaminées comme les échantillons environnementaux. 
 L’hybridation in situ 
La méthode par hybridation in situ fluorescente (fluorescent in situ hybridization: FISH) 
est une technique cytogénétique permettant de détecter spécifiquement des éléments 
génétiques à l’intérieur même d’une cellule. Elle peut donc être employée pour quantifier 
spécifiquement des microorganismes dans des matrices complexes, mais seulement pour les 
espèces connues pour lesquelles des sondes spécifiques ont été développées. Elle nécessite 
toutefois de connaître un élément nucléique conservé uniquement au sein du microorganisme 
étudié, afin d’y hybrider une sonde complémentaire marquée par une molécule fluorescente, 
comme la fluorescéine isothiocyanate et la cyanine-3, ou par un antigène révélé par 
conjugaison d’un anticorps fluorescent. Les échantillons traités sont ensuite observés en 
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microscopie par fluorescence. La méthode FISH a fait l’objet de développement pour détecter 
spécifiquement les espèces de NTM Mycobacterium kansasii et M. avium dans des 
échantillons cliniques (Lefmann et al. 2006), M. avium dans les biofilms des réseaux de 
distribution d’eau (Torvinen et al. 2007), et M. avium ssp. paratuberculosis dans des 
échantillons cliniques de patients atteints de la maladie de Crohn (Jeyanathan et al. 2006) et 
dans des biofilms de réseaux de distribution d’eau (Lehtola et al. 2006). M. avium 
ssp. paratuberculosis est aussi suspectée d’être l’agent responsable de la maladie de Crohn 
chez l’humain, une infection grave du colon (Thorel 1989). A ce jour l’utilisation de la 
méthode FISH est donc limitée à la détection de quelques espèces du genre Mycobacterium, 
et aucune méthode de ce type ne permet de détecter l’ensemble de ce genre bactérien. 
II.1.b / Par culture 
Ces méthodes reposent toutes sur l’élimination des microorganismes non 
mycobactériens en utilisant les facultés de résistance des mycobactéries à certains 
antibiotiques et aux composés acido-basiques. Les méthodes de quantification des NTM dans 
l’eau ne sont pas normalisées : il n’existe pas de consensus sur la méthode de 
décontamination et le milieu d’isolement. Effectivement les auteurs travaillant sur cette 
matrice utilisent diverses méthodologies empruntées à la microbiologie clinique. 
Actuellement, ces méthodes n’ont pas été comparées concernant la quantification des NTM 
dans l’eau. 
 Les méthodes de concentration de l’échantillon 
La recherche des NTM dans l’eau de l’environnement ou l’eau traitée, est réalisée avec 
des volumes d’échantillon variant de 10 ml à 1000 ml, et en concentrant par filtration sur 
membrane à 0,22 µm (Iivanainen et al. 1993 ; Kamala et al. 1994 ; Torkko et al. 2001), à 
0,45 µm (Neumann et al. 1997 ; Le Dantec et al. 2002b), à 0,45 µm suivi d’un décrochage des 
cellules au dodécylsulfate de sodium (sodium dodecyl sulfate: SDS) (Stinear et al. 2000 ; 
Pickup et al. 2005), à 0,45 µm suivi d’un dépôt direct sur milieu de culture (Hilborn et al. 
2006), ou par centrifugation (Lumb et al. 2004 ; Parashar et al. 2004). La méthode de 
concentration des échantillons d’eau de l’environnement n’est donc pas normalisée 
actuellement. 
 Les milieux d’isolement solide 
En raison des exigences métaboliques des NTM, la quantification par isolement de ces 
dernières nécessite l’utilisation de milieux de culture solide complexes comme le milieu au 
jaune d’œuf d’Ogawa (ogawa egg yolk medium: OEY), le milieu d’Ogawa à l’ofloxacine 
éthambutol (ogawa medium ofloxacin ethambutol: OEOE), le milieu sélectif de Falkinham 
(Falkinham's selective medium: FSM), le milieu de Lowenstein-Jensen (LJ medium), le 
Middlebrook 7H10 (Carson et al. 1988 ; Kamala et al. 1994 ; Neumann et al. 1997), ou le 
Middlebrook 7H11 qui correspond au Middlebrook 7H10 additionné d’un additif constitué 
d’acide oléique, d’albumine bovin, de chlorure de sodium, de dextrose et de catalase (oleic 
acid, bovine albumin, sodium chloride, dextrose, catalase: OADC), qui augmente la 
sensibilité aux mycobactéries (Cage 1994). Tous ces milieux solides de culture peuvent être 
additionnés de mycobactine J un sidérophore nécessaire pour cultiver certaines espèces 
comme M. avium spp paratuberculosis (Whittington et al. 1999 ; Donaghy et al. 2003 ; Sung 
et Collins 2003 ; Sung et al. 2004 ; de Juan et al. 2006). Néanmoins, la richesse de ces 
milieux implique le développement de microorganismes non mycobactériens interférents, qui 
entravent le développement des NTM, en particulier celui des NTM à croissance lente. Ceci 
est le cas pour des échantillons cliniques, vétérinaires et environnementaux. L’utilisation de 
milieux pauvres en conditions oligotrophiques pourrait aussi constituer une alternative pour 
isoler les NTM de l’environnement, car ces dernières sont peut-être moins exigeantes que 
celles isolées en milieu clinique. 
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 Les suppléments antibiotiques 
Afin de limiter les microorganismes interférents, le milieu de culture Middlebrook 
7H11j peut être supplémenté en antibiotiques. En milieu hospitalier, pour la détection 
automatisée en milieux liquides, il est notamment utilisé le complexe d’antibiotiques constitué 
en concentrations finales de 40 U/ml de polymyxine B, 4 µg/ml d’amphotéricine, 16 µg/ml 
d’acide nalidixique, 4 µg/ml de triméthoprime et 4 µg/ml de carboxy-pénicilline (Anargyros 
et al. 1990 ; Stager et al. 1991 ; Conville et al. 1995 ; Realini et al. 1997 ; Brunello et al. 1999 
; Leitritz et al. 2001) (polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin: 
PANTA). Ces concentrations ont déjà été utilisées dans du milieu solide Middlebrook 7H11 
(Donaghy et al. 2003). Certains auteurs, dans le cas d’échantillons très contaminés, utilisent 
de la vancomycine à des concentrations de 8,4 µg/ml (Donaghy et al. 2003), 10 µg/ml 
(Collins et al. 1990 ; Carbonnelle et al. 1996) ou encore 20 µg/ml (Anargyros et al. 1990) 
dans le milieu de culture. 
 Les décontaminants chimiques 
Les caractéristiques d’acido-alcoolo-résistance des mycobactéries peuvent être utilisées 
pour éliminer les microorganismes de contamination par décontamination chimique, en 
utilisant des acides, des bases ou des détergents. Il existe quatre méthodes de référence. La 
méthode de Löwenstein (H2SO4 à 4 % v/v) est généralement utilisée pour des échantillons 
médicaux et vétérinaires très contaminés (Ezold et al. 1968 ; Mitchison et Aber 1974 ; Thorel 
et Boisvert 1976 ; Ambrosio et al. 2008), et a aussi été appliquée sur de l’eau de 
l’environnement (Kamala et al. 1994). La méthode de Petroff (Petroff 1915) (NaOH à 4 % 
v/v) est toujours utilisée en milieu médical (Wang et al. 2004 ; Kunst et al. 2006 ; Salem et al. 
2007), et a été testée sur de l’eau artificiellement contaminée (Palomino et Portaels 1998). 
Une méthode plus récente (SDS-NaOH à 3 %-1 % v/v) appelée Tacquet-Tison (Tacquet et 
Tison 1961 ; Tacquet et Tison 1966) a été initialement appliquée à des échantillons cliniques 
(Narasimhan et al. 1972 ; Doucet-Populaire et al. 1996 ; Álvarez et al. 2008 ; Ruiz-Manzano 
et al. 2008), et a été utilisée sur de l’eau de l’environnement (Kamala et al. 1994) et de l’eau 
d’usines de potabilisation (Le Dantec et al. 2002b). Une méthode aussi récente (NaOH-NALC 
à 2 %-0,5 % v/v) appelée Kubica (Kubica et al. 1964) est recommandée par les centres 
américains de maîtrise des maladies (centers of disease control: CDC) pour les échantillons 
médicaux en particulier les expectorations. Cette dernière a été utilisée sur de l’eau 
artificiellement contaminée (Thornton et al. 1998) et semble convenir à des échantillons très 
contaminés par des microorganismes interférents comme des fèces (Yajko et al. 1993). Deux 
méthodes non référencées sont aussi à noter : la méthode à l’acide oxalique (COOH)2 et la 
méthode au chlorure de cetylpyridininium (cetylpyridininium chloride: CPC). La méthode à 
l’acide oxalique à 5 % v/v est parfois utilisée en milieu médical (Whittier et al. 1993 ; Bange 
et al. 1999 ; Bange et Böttger 2002) et semble convenir à des échantillons très contaminés par 
des microorganismes interférents comme des fèces (Yajko et al. 1993). La méthode au CPC 
(0,005 % finale) proposée pour décontaminer de l’eau peu contaminée (Schulze-Röbbecke et 
al. 1991) a été utilisée pour rechercher les mycobactéries dans de l’eau potable domestique 
(Tsintzou et al. 2000 ; Norton et al. 2004 ; Thomson et al. 2008) et hospitalière (Vantarakis et 
al. 1998). Néanmoins, il est conseillé d’utiliser des concentrations plus fortes (0,05 % finale) 
pour traiter l’eau très contaminée (Neumann et al. 1997). 
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II.1.c / Par chromatographie 
Récemment, des outils basés sur la chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie 
de masse (gas chromatography–mass spectrometry: GC–MS), ont vu le jour pour détecter des 
biomarqueurs potentiels de M. tuberculosis, comme l’acide hexacosanoïque dans des 
échantillons cliniques (Kaal et al. 2009), plusieurs acides mycoliques dans les os anciens de 
plus de 1400 ans (Minnikin et al. 2010) ou les acides mycocérosiques, en particulier les cires 
de phthiocérol dimycocérosates dans des squelettes (Redman et al. 2009). Néanmoins, ces 
méthodes se focalisent sur M. tuberculosis, et ne sont donc pas utilisables pour détecter le 
genre Mycobacterium ou des espèces de NTM. D’autre part, une étude a proposé la 
chromatographie liquide de haute performance (high performance liquid chromatography: 
HPLC) couplée à des spectromètres de masse en tandem dans l’objectif de détecter différents 
microorganismes dans des échantillons cliniques et environnementaux. Cette méthode est 
basée sur la caractérisation de lipides membranaires (lipides neutres et phospholipides), de 
dérivés de spores bactériens, de l’acide 2,6-dipicolinique stabilisant les acides nucléiques des 
Gram positifs en état de dormance et du lipopolysaccharide qui est l’endotoxine 
caractéristique des Gram négatifs (White et al. 2002). Néanmoins, ces méthodes nécessitent 
des bases de données exhaustives de profils spectrométriques par microorganismes, qui pour 
le jour n’ont pas fait l’objet de développements inter-laboratoires (White et al. 2002 ; Kaal et 
al. 2009 ; Redman et al. 2009 ; Minnikin et al. 2010). Bien que prometteuses, les méthodes de 
détection des microorganismes dans les matrices environnementales basées sur des outils de 
chromatographie, sont toujours au stade de développement. 
II.1.d / Par outils moléculaires 
En raison de la faible spécificité des outils microscopiques, de la lourdeur analytique 
des méthodes chronophages de culture et de l’absence de recul sur les méthodes 
chromatographiques, la détection et la quantification des NTM a fait l’objet de beaucoup plus 
de développement d’outils analytiques en biologie moléculaire. 
 Les amorces de la littérature 
Les amorces de polymérisation en chaine (polymerase chain reaction: PCR) de la 
littérature, ciblant différents loci des gènes de ménage sodA (superoxyde dismutase) codant la 
superoxyde dismutase, recA (homologous recombination) codant la recombinase, rpoB 
(RNA-polymerase) codant l’ARN-polymérase, rrs (16S rRNA) codant l’ARNr 16S), hsp65 
(stress-heat shock protein) codant une protéine de résistance aux chocs thermiques, ainsi que 
gyrA et B (gyrase subunit A and B) codant les sous unités A et B de la gyrase, ont été 
dessinées dans des objectifs d’identification et/ou de détection par analyse de séquences 
multi-loci (multi locus sequencing analysis: MLSA), polymérisation en chaine et analyse par 
restriction enzymatique (polymerase chain reaction-restriction enzyme analysis: PCR-REA), 
PCR classique ou PCR en temps réel (Tableau 9). 
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Tableau 9 : Amorces ciblant le genre Mycobacterium dans des objectifs d’identification ou de détection 
Gène sens anti-sens Taille (pb) Application Référence 
sodA SodF SodR 464 Identification par MLSA (Domenech et al. 1997 ; 
Adékambi et Drancourt 2004) 
 Z261 Z212 434 Identification par 
hybridation ou MLSA 
(Zolg et Philippi-Schulz 1994 ; 
Gomila et al. 2007) 
recA recF1 recR1 900 Identification par MLSA (Blackwood et al. 2000) 
 recF3 recR2 900 Identification par MLSA (Blackwood et al. 2000) 
rpoB RPO5V RPO3V 360 Identification par PCR-
REA 
(Cheunoy et al. 2005) 
 M5 RM3 136 Détection par PCR (Kim et al. 2004 ; Mokaddas et 
Ahmad 2007) 
Rrs 110F 264R et 
I571R 
475 Détection par PCR nichée (Garcia-Quintanilla et al. 2002) 
 pmyc14 pmyc7 200 Détection et quantification 
par PCR en temps réel 
(Kox et al. 1995 ; Dutil et al. 
2007) 
 MYC-12 MYC-13 300-400 Identification par PCR-
REA 
(Dobner et al. 1996) 
 285F 264R 1000 Identification par MLSA (Kirschner et al. 1993) 
 8FPL 1492 1400 Identification par MLSA (Turenne et al. 2001 ; Cook et 
al. 2003 ; Gomila et al. 2007) 
 F246 R266-267 620 Détection par PCR (Böddinghaus et al. 1990) 
 FWu RWu 270 Identification par 
séquençage ou dotblot 
(Wu et al. 2007) 
 29-45 242-227 200 
Distinction des NTM du 
MTC par PCR en temps 
réel 
(Shrestha et al. 2003) 
 mycF mycR 473 Détection et identification 
par séquençage 
(Mendum et al. 2000 ; Chilima 
et al. 2006) 
gyrA Pri9 Pri8 110 Détection de la résistance 
aux quinolones 
(Dauendorffer et al. 2003) 
gyrB GyrbA GyrbE 117 Détection de la résistance 
aux quinolones 
(Dauendorffer et al. 2003) 
 F119 R184T7 184 Identification par 
hybridation microarray 
(Fukushima et al. 2003) 
hsp65 65kDaf2 65kDar3 110 Détection et quantification 
par PCR en temps réel 
(Tobler et al. 2006) 
 MAChspF
_574 
MAChsp6
5R 
1059 Identification par 
séquençage 
(Turenne et al. 2006) 
 Tb11 Tb12 360-439 Distinction des espèces du 
MAC par séquençage 
(Swanson et al. 1997) 
    
Identification par 
séquençage 
(Smole et al. 2002 ; McNabb et 
al. 2004 ; Yzquierdo et al. 
2007) 
    Distinction des espèces du 
MAC par PCR-REA 
(Oliveira et al. 2003 ; 
Prammananan et al. 2006) 
    
Identification par PCR-
REA 
(Telenti et al. 1993 ; Domenech 
et al. 1997 ; Cheunoy et al. 
2005 ; Bannalikar et Verma 
2006) 
MAC: Mycobacterium avium complex, MLSA: multi locus sequencing analysis, NTM: non-tuberculous 
mycobacteria, MTC: Mycobacterium tuberculosis complex, PCR-REA: polymerase chain reaction-restriction 
enzyme analysis. 
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Parmi ces amorces dessinées pour des applications médicales (Tableau 9), certains 
auteurs indiquent une spécificité des ces dernières vis-à-vis du genre Mycobacterium 
(Böddinghaus et al. 1990 ; Kox et al. 1995 ; Mendum et al. 2000 ; Garcia-Quintanilla et al. 
2002 ; Kim et Yur 2004 ; Chilima et al. 2006 ; Tobler et al. 2006 ; Dutil et al. 2007 ; 
Mokaddas et Ahmad 2007), mais aucune étude n’a synthétisé la sensibilité et la spécificité de 
ces dernières. Il est néanmoins possible de comparer ces amorces (Tableau 9) en estimant leur 
sensibilité et la spécificité théorique (Figure 5) par l’algorithme de recherche d’alignements 
locaux principaux (basic local alignment search tool: BLAST) du centre national américain 
d’information en biotechnologie (national center for biotechnology information: NCBI). Mon 
étude révèle des sensibilités et spécificités théoriques très variables entre ces amorces (Figure 
5), qu’elles aient été développées dans un objectif de spécificité concernant les applications 
d’identification ou dans un objectif de spécificité concernant les applications de détection 
(Tableau 9). Il n’existe donc pas à l’heure actuelle de consensus sur les gènes et la position à 
cibler pour détecter spécifiquement les mycobactéries. De plus l’ensemble des designs 
d’amorces a été réalisé en utilisant des microorganismes d’origine médicale, et aucune étude 
de spécificité n’a pour lors été conduite en utilisant des microorganismes d’origine 
environnementale. Par ailleurs, il est à noter une récente technologie nommé Luminex qui 
fonctionne sur le couplage d’une sonde protéique ou moléculaire à des billes inertes ou 
magnétiques. L’hybridation de la sonde à la cible est révélée classiquement par fluorescence 
et, sans prendre en compte la méthode d’extraction d’ADN, l’utilisation de billes permettrait 
d’abaisser les limites de détection. Cette technologie a été proposée pour détecter et quantifier 
des microorganismes pathogènes dans l’eau (Griffith et al. 2009), mais n’a pour le moment ni 
été appliquée au NTM, ni fait l’objet de comparaison avec d’autres méthodes de 
quantification moléculaires. 
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Figure 5 : Sensibilité et spécificité théoriques des couples d’amorces sens (F) et anti-sens (R) de la 
littérature vis-à-vis du genre Mycobacterium sur la base du nombre de résultats présentant un 
pourcentage de similitude supérieur à 90 % sur les 100 premiers résultats de BLAST réalisés sur NCBI 
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II.2 / L’identification 
II.2.a / La caractérisation biochimique 
L’identification biochimique des NTM en microbiologie clinique repose sur la 
classification de Runyon (Timpe et Runyon 1954), qui est basée sur la vitesse de croissance et 
sur la pigmentation que prennent les souches dans différentes conditions (Annexe 4). C’est 
cette méthode qui est toujours utilisée pour caractériser les nombreuses espèces de NTM qui 
continuent à être décrites actuellement. Concernant l’identification des NTM par la 
classification de Runyon, après avoir déterminé le groupe de NTM auquel appartient la 
souche à identifier (Annexe 4), l’identification de son espèce nécessite des tests biochimiques 
complémentaires de croissance (Euzéby 2010) en présence de certains composés, et de 
résistance à certains agents chimiques (Annexe 5, Annexe 6, Annexe 7 et Annexe 8). 
L’identification biochimique d’une NTM de l’environnement qui ne soit pas d’intérêt clinique 
repose sur la même classification, mais il n’y a pas actuellement de synthèse des caractères 
biochimiques des plus de 150 espèces décrites. Ce manque de synthèse sur les méthodes 
d’identification biochimiques des NTM d’origine environnementale ne permet donc pas 
d’identifier l’ensemble des espèces en appliquant ces méthodes développées initialement en 
milieu clinique. 
II.2.b / La caractérisation des acides mycoliques 
La caractérisation biochimique des nouvelles espèces de NTM s’accompagne aussi de la 
caractérisation des acides mycoliques de la paroi mycobactérienne. Effectivement, la 
différenciation des genres au sein du groupe CNM (Butler et al. 1986), et l’identification 
d’une espèce de NTM peut aussi se faire en se basant sur la caractérisation de ses acides 
mycoliques par HPLC en utilisant une colonne C18 pour phase stationnaire et un mélange 
méthanol-dichlométhane en phase mobile (Steck et al. 1978 ; Butler et Kilburn 1990 ; Butler 
et al. 1991 ; Ridderhof et al. 1991 ; Butler et al. 1992 ; Cage 1992 ; Duffey et Guthertz 1992 ; 
Raffi et al. 1992 ; Guthertz et al. 1993 ; Thibert et Lapierre 1993 ; Cage 1994 ; Duffey et al. 
1996). Les CDC, qui ont normalisé ce protocole, préconisent l’utilisation des profils d’acides 
mycoliques de sa base de données et du logiciel pirouette pattern recognition software 
(InfoMetrix, Woodinville, Wash.). De plus, certains laboratoires indépendants proposent leur 
propre base de données de profils d’acides mycoliques comme par exemple le centre régional 
de référence du diagnostic des mycobactéries du Pr. Tortoli en Italie 
(http://www.mycobactoscana.it/index.htm). La caractérisation des acides mycoliques peut 
aussi se faire par chromatographie sur couche mince, mais cette technique n’est utilisée que 
pour caractériser les espèces d’intérêt médical et n’a pas été adaptée pour la description de 
nouvelles espèces (Leite et al. 1998). Néanmoins, dans le contexte d’augmentation des 
descriptions d’espèces, les bases de données des profils d’acides mycoliques n’intègrent pas 
l’ensemble des nouvelles espèces de NTM décrites, sans parler des comparaisons inter-
laboratoires qui nécessiteraient des protocoles HPLC rigoureusement identiques. 
II.2.c / L’hybridation inverse ou non 
Dans le milieu médical, il existe différentes méthodes d’identification des 
mycobactéries reposant sur le principe de l’hybridation ADN/ADN. Plus précisément ces 
méthodes intègrent l’amplification partielle d’un gène par PCR, suivie de l’hybridation 
ADN/ADN d’une sonde spécifique de l’espèce puis d’une révélation de cette hybridation. En 
pratique ces méthodes d’identification se font sur des bandelettes sur lesquelles sont fixées à 
différents niveaux des sondes spécifiques des espèces recherchées et le produit PCR marqué 
est mis en contact avec cette bandelette afin de permettre l’hybridation avec les sondes. Ces 
méthodes d’identification par hybridation inverse (reverse-blot) sur bandelette sont 
commercialisées sous le nom de Inno-LiPA Mycobacterial v2 (Innogenetics) et GenoType 
CM/AS (Hain Lifesciences), et respectivement peuvent identifier 16 (Tortoli et al. 2003) et 14 
(Richter et al. 2006) espèces de mycobactéries à partir d’une culture pure en ciblant 
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l’ARNr 16S (gène rrs) ou l’ARNr 23S (gène rrl). Ces méthodes ne permettent donc pas 
d’identifier l’ensemble des espèces de NTM de l’environnement, d’autant plus que des 
identifications erronées ont déjà été observées. Effectivement, l’espèce M. vulneris qui fait 
partie du MAC, croise avec la sonde de M. intracellulare du GenoType CM/AS, alors que 
cette espèce du MAC est identifiée sans erreur comme une espèces des MAIS en utilisant le 
Inno-LiPA Mycobacterial v2 (van Ingen et al. 2009c). Il existe aussi une autre méthode 
commerciale nommée AccuProbe assays (Gen-Probe) qui fonctionne sur le principe d’une 
hybridation non inversée où le marquage est réalisé sur la sonde et non pas sur le produit PCR 
comme c’est le cas pour les méthodes Inno-LiPA Mycobacterial v2 et GenoType CM/AS. 
Cette méthode cible l’ARNr et permet d’identifier les espèces du MTC, les espèces du MAC, 
et les espèces M. kansasii et M. gordonae à partir de cultures pures (Reisner et al. 1994 ; 
Somoskövi et al. 2000). Pour cette méthode commerciale des erreurs d’identification ont aussi 
été observées comme l’espèce M. saskatchewanense qui avait été identifiée comme M. avium 
(Turenne et al. 2004b), l’espèce M. palustre qui croise avec la sonde du MAC (Torkko et al. 
2002), ainsi que l’espèce M. celatum qui peut être attribuée au MTC (Somoskövi et al. 2000). 
Tout comme les méthodes Inno-LiPA Mycobacterial v2 et GenoType CM/AS, la méthode 
AccuProbe assays ne convient pas à l’identification des NTM environnementales en raison du 
fait qu’elles ont été développées pour des échantillons cliniques et que certaines erreurs 
d’identification ont déjà été observées. 
II.2.d / Le séquençage multi-locus 
Après la première espèce de NTM décrite en 1889 (Trevisan 1889b) : M. smegmatis qui 
a initialement été baptisé Bacillus smegmatis (Lehmann et Neuman 1899a), 48 espèces de 
NTM ont été décrites jusqu’en 1981 sur la base des identifications biochimiques, puis 63 
nouvelles descriptions ont été faites entre 1981 et 2007 avec les outils génotypiques, en 
particulier le séquençage (Kazda 2009). Ces outils génotypiques sont d’un intérêt majeur pour 
le milieu médical, car ils pallient, d’une part, la faible sensibilité des méthodes de détection 
microscopiques par coloration de Ziehl-Neelsen, coloration à auramine-rhodamine, ou 
coloration de Kinyoun (Woods et Walker 1996 ; Selvakumar et al. 2006) et, d’autre part, la 
lenteur et la complexité des méthodes d’identification phénotypiques basées sur la 
caractérisation des acides mycoliques de la paroi, ou sur la caractérisation biochimique du 
métabolisme. Dans le domaine de la recherche appliquée à l’environnement, le séquençage 
permet en plus de pallier le fait que les méthodes d’hybridation inverse ou non (Inno-LiPA 
Mycobacterial v2, GenoType CM/AS et la méthode AccuProbe assays) ne peuvent pas 
identifier l’ensemble des espèces de NTM décrites. 
Tout comme pour l’ensemble du règne bactérien, le séquençage du gène rrs est la 
référence pour identifier les NTM, et bien qu’ajoutant un pouvoir de discrimination 
additionnel, les compléments d’analyse par le séquençage des gènes gyrB, hsp65, recA, rpoB 
ou sodA, restent peu décrits chez les mycobactéries (Adékambi et Drancourt 2004 ; Gomila et 
al. 2007). Le séquençage des gènes recA, hsp65 ou gyrB, semble apporter un complément 
analytique au séquençage de rrs, en raison d’un pouvoir de discrimination additionnel 
(Adékambi et Drancourt 2004 ; Gomila et al. 2007). En particulier le gène très polymorphe 
hsp65 est souvent utilisé pour identifier des NTM par MLSA (Domenech et al. 1997 ; 
Swanson et al. 1997 ; McNabb et al. 2004) ou par d’autres méthodes de biologie moléculaire, 
comme la PCR-REA (Telenti et al. 1993 ; Oliveira et al. 2003 ; Cheunoy et al. 2005 ; 
Bannalikar et Verma 2006 ; Prammananan et al. 2006 ; Yzquierdo et al. 2007) et la RFLP 
(Oliveira et al. 2003). En addition du séquençage du gène rrs, le gène recA semble être aussi 
une cible d’intérêt dans un objectif d’identification des NTM par MLSA (Adékambi et 
Drancourt 2004 ; Gomila et al. 2007), car les séquençages de ces deux gènes semblent 
présenter des degrés de robustesse similaires (Adékambi et Drancourt 2004). Concernant le 
séquençage partiel du gène gyrB semblant présenter un pouvoir de discrimination additionnel 
au séquençage du gène rrs (Gomila et al. 2007), cette hypothèse n’a pour le moment pas été 
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corroborée par d’autres études, mais semble d’intérêt pour déterminer la résistance des 
mycobactéries aux quinolones (Guillemin et al. 1995; Guillemin et al. 1998; Dauendorffer et 
al. 2003). A l’exception de l’utilisation du gène rpoB pouvant différencier les espèces 
M. kansasii et M. gastri (Kim et al. 1999), l’utilisation des gènes rpoB ou sodA ne semble pas 
apporter de pouvoir de discrimination additionnel au séquençage du gène rrs dans un objectif 
d’identification des NTM par MLSA. Effectivement, ces gènes rpoB ou sodA présenteraient 
des degrés de similitude inter-espèces semblables voire supérieurs aux degrés de similitude 
inter-espèces du séquençage du gène rrs (Adékambi et Drancourt 2004 ; Gomila et al. 2007). 
Néanmoins, le séquençage de rpoB présente un intérêt pour apprécier la résistance des 
mycobactéries à la rifampicine (Kim et al. 2007 ; Ozkutuk et al. 2007 ; Rigouts et al. 2007 ; 
Soudani et al. 2007). La comparaison de ces différentes cibles de séquençage reste toutefois 
une tâche complexe car une multitude de paires d’amorce PCR ont été décrites pour 
séquencer différentes parties de ces gènes (Figure 6), qui par conséquent ne sont pas toujours 
totalement séquencés, ni même séquencés sur les mêmes positions. C’est pour ces raisons 
qu’il n’existe pas actuellement de consensus sur les zones de séquençage à privilégier pour 
identifier les NTM. 
 Séquençage du gène rrs 
L’identification des NTM par séquençage du gène rrs est plus rapide (1 à 2 jours), mais 
aussi moins onéreuse (environ 47 USD par souches) que les méthodes biochimiques prenant 
entre 2 et 6 semaines, pour un coût de 80 USD à 173 USD en fonction de l’espèce identifiée 
(Cook et al. 2003). Le séquençage du gène rrs, mesurant 1516 pb, et codant l’ARNr de la 
sous-unité 16S du ribosome (positions 1487542 à 1489058 sur le chromosome de M. avium 
104 Gene Bank NC_008595), est la référence pour identifier les bactéries par séquençage 
(Figure 6). Pour l’ensemble du règne bactérien, il est souvent utilisé une amorce sens 8F en 
combinaison avec une amorce anti-sens 907R (Ben-Dov et al. 2006) ou 1512R (Felske et al. 
1997), donnant respectivement des amplifications d’environ 900 pb ou 1500 pb. La région 
encadrée par le couple 8F/1512R correspond, à quelques bases près, à celle encadrée par les 
couples 16F27/16R1492 (Gomila et al. 2007), Fd1/Rp2 (Adékambi et Drancourt 2004) et 
8FPL/1492 (Turenne et al. 2001 ; Cook et al. 2003), utilisée pour séquencer la quasi-totalité 
de ce gène chez les mycobactéries. Les identifications des mycobactéries par séquençage du 
gène rrs, peuvent faire intervenir différents couples d’amorces d’amplification présentant des 
tailles d’amplification variables. Le séquençage de 2/3 du gène (environ 1025 pb sur le 
chromosome de M. avium 104 Gene Bank NC_008595) fait intervenir le couple d’amorce 
285F/264R (Kirschner et al. 1993), qui est d’ailleurs utilisé sous le nom de UL1/UL2, pour 
identifier par séquençage les mycobactéries en première intention au centre national de 
référence des mycobactéries de la Pitié-Salpêtrière. Il existe aussi le système MicroSeq® 500, 
consistant à séquencer les 500 premières paires de bases du gène rrs. Cette méthode est 
utilisable pour l’ensemble des bactéries, mais nécessite, pour identifier des souches d’origine 
environnementale, l’utilisation d’une base de données publiques plus importante que les bases 
de données de différentiation ribosomale des microorganismes médicaux (ribosomal 
differentiation of medical microorganisms: RIDOM) internes au système (Cloud et al. 2002). 
Toujours concernant l’identification des mycobactéries, certains auteurs séquencent 473 pb du 
gène rrs par le couple d’amorce mycF/mycR, car les amorces de ce couple semblent avoir 
plus de similarité pour les mycobactéries qu’avec les autres bactéries (Mendum et al. 2000 ; 
Chilima et al. 2006). Il est à noter que les régions de séquençage du système MicroSeq® et du 
couple d’amorces mycF/mycR, sont différentes, mais sont intégrées dans les régions plus 
larges encadrées par les couples d’amorces 285F/264R ou 8FPL/1492. 
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Figure 6 : Positions sur le chromosome de M. avium 104 (Gene Bank NC_008595) des amorces utilisées 
pour identifier les bactéries (rouge) et les mycobactéries (vert) par séquençage des gènes rrs (A), gyrA (B 
en haut), gyrB (B en bas), hsp65 (C), recA (D), rpoB (E) et sodA (F) 
Chapitre I : Mycobactéries et bassins versants 
 58 
Le recours aux bases de données RIDOM, intégrés aux logiciels d’acquisition des 
données de séquençage, ne semble pas convenir à l’identification des mycobactéries. 
Effectivement, ces bases de données, qui reposent sur le séquençage des 500 première paire 
de base du gène rrs, ne permettent pas de différencier certaines NTM comme les espèces 
M. gastri et M. kansasii, les sous-espèces de l’espèce M. avium, les espèces M. marinum et 
M. ulcerans, les espèces M. fallax, M. murale et M. tokaiense, les espèces, M. fortuitum et 
M. senegalense, les espèces M. peregrinum et M. septicum, ainsi que les espèces M. abscessus 
et M. chelonae (Harmsen et al. 2003). D’autre part, et malgré que cela puisse engendrer une 
diminution des espèces identifiables, il semble que la création d’une base de données 
personnalisée, basée sur le séquençage de souches de références, soit plus fiable que les bases 
de données RIDOM intégrées aux logiciels d’acquisition des données de séquençage 
(Turenne et al. 2001). Le séquençage de la quasi-totalité du gène référence rrs, via le couple 
d’amorce 16F27/16R1492 (Gomila et al. 2007), qui est équivalent à quelques bases près à la 
région encadrée par les amorces 8FPL/1492 (Turenne et al. 2001 ; Cook et al. 2003), ne 
permet pas de différencier certaines espèces de NTM à croissance rapide (Gomila et al. 2007). 
Par exemple, les espèces M. chelonae, M. massiliense, M. abscessus et M. bolletii présentent 
les mêmes séquences du gène rrs, tout comme les espèces M. houstonense, M. farcinogenes, 
M. senegalense et M. conceptionense, les espèces M. peregrinum et M. septicum, les espèces 
M. neworleansense et M. porcinum, ou les espèces M. mucogenicum et M. phocaicum 
(Gomila et al. 2007). D’après une autre étude, le séquençage de la quasi-totalité du gène 
référence codant l’ARNr 16S, via le couple d’amorce fD1/rP2 (Weiss et al. 2001 ; Adékambi 
et Drancourt 2004), qui est équivalent à quelques bases près à la région encadrée par les 
amorces 8FPL/1492 (Turenne et al. 2001 ; Cook et al. 2003), ne permet pas de différencier 
certaines espèces de NTM à croissance rapide (Adékambi et Drancourt 2004). Par exemple, 
les espèces M. houstonense ; M. farcinogenes et M. senegalense présentent les mêmes 
séquences du gène rrs, et les espèces M. chelonae et M. abscessus sont difficilement 
dissociables (Adékambi et Drancourt 2004). Tout comme ces espèces de NTM à croissance 
rapide, les espèces à croissance lente M. kansasii et M. gastri ne semblent pas être 
distinguables par séquençage du gène rrs (Kim et al. 1999; Blackwood et al. 2000). 
 Le séquençage partiel des gènes gyrA et gyrB 
Le séquençage partiel des gènes gyrA et gyrB, mesurant respectivement 2519 pb et 
2034 pb, et codant la gyrase impliquée dans l’enroulement et le déroulement de l’hélice 
d’ADN (positions respectives 7302 à 9821 et 5257 à 7290 sur le chromosome de M. avium 
104 Gene Bank NC_008595), est utilisé pour déterminer la résistance des mycobactéries aux 
quinolones (Guillemin et al. 1995; Guillemin et al. 1998; Dauendorffer et al. 2003). Le 
séquençage partiel de ces régions, présentes dans gyrA et gyrB (respectivement 216 pb et 
321 pb), passe par l’utilisation respective des amorces Pri9/Pri8 et GyrbA/GyrbE (Figure 6). 
Le séquençage partiel de gyrB, via les amorces GyrbA/GyrbE (321 pb), semble être plus 
discriminant que le séquençage de référence du gène rrs. Effectivement entre des espèces de 
NTM à croissance rapide, le degré de similarité du séquençage de cette région du gène gyrB 
est inférieur au degré de similarité du séquençage de la quasi-totalité du gène rrs. Le 
polymorphisme plus importante de cette région de gyrB, par rapport au gène rrs, confère à 
cette dernière un intérêt complémentaire pour l’identification des mycobactéries par 
séquençage (Gomila et al. 2007). 
 Le séquençage partiel du gène hsp65 
Le gène hsp65, codant une protéine de résistance au choc thermique de 65 kDa et 
mesurant 1625 pb (position 4835762 à 4837387 sur le chromosome de M. avium 104 Gene 
Bank NC_008595), peut être utilisé pour identifier les mycobactéries par séquençage via les 
amorces MAChspF_574/ MAChsp65R (Figure 6). En particulier, une région de 1058 pb du 
côté 3’ du gène est très polymorphe et conservée chez les mycobactéries. Les amorces 
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MAChspF_574/MAChsp65R sont utilisées pour identifier les espèces du MAC par 
séquençage de cette partie 3’ du gène hsp65 (Turenne et al. 2006). La région 5’ du gène 
hsp65, ciblée par les amorces Tb11 et Tb12, a souvent été utilisée pour distinguer par 
séquençage les espèces du MAC (Swanson et al. 1997) ou les autres espèces de NTM 
(McNabb et al. 2004), ainsi que pour des applications d’identification en PCR-REA et RFLP 
(Telenti et al. 1993 ; Domenech et al. 1997 ; Smole et al. 2002 ; Oliveira et al. 2003 ; 
Cheunoy et al. 2005 ; Bannalikar et Verma 2006 ; Prammananan et al. 2006 ; Yzquierdo et al. 
2007). Initialement cette région a été proposée pour identifier les espèces de mycobactéries 
par PCR-REA (Telenti et al. 1993), car cette région contient des sites polymorphes 
caractéristiques de certaines espèces clivables par les enzymes de restriction BstEII et HaeIII. 
Afin d’améliorer le séquençage de cette région, certains auteurs amplifient par PCR une 
région légèrement plus grande via les amorces 21M13F/M13R, et utilisent les amorces 
Tb11/Tb12 pour le séquençage (Ringuet et al. 1999 ; Adékambi et Drancourt 2004). Cette 
région de hsp65 a été étendue via le couple d’amorce HSPF3/HSPR4 (Kim et al. 2007) et est 
utilisée actuellement en seconde intention pour identifier les mycobactéries par MLSA au 
centre national de référence des mycobactéries de la Pitié-Salpêtrière. Initialement, la région 
côté 5’ du gène hsp65, encadrée par les amorces Tb11/Tb12, a été proposée pour distinguer 
par séquençage les NTM à croissance rapide et notamment les espèces M. chelonae et 
M. abscessus, qui sont difficilement différenciables par séquençage de la quasi-totalité du 
gène rrs (Ringuet et al. 1999). Effectivement, concernant les NTM à croissance rapide, le 
séquençage du côté 5’ de hsp65 via les amorces Tb11/Tb12, permet de distinguer les espèces 
M. chelonae et M. immunogenum, des espèces M. abscessus, M. bolletii, et M. massiliense, 
alors que le séquençage de la quasi-totalité du gène rrs ne le permet pas (Gomila et al. 2007). 
Malgré une valeur de bootstrap non significative d’embranchement du dendrogramme, une 
autre étude menée aussi sur des NTM à croissance rapide, séquençant la même région du gène 
hsp65, indique que le séquençage de cette dernière permet de différencier M. chelonae, 
M. abscessus et M. immunogenum (Adékambi et Drancourt 2004). De plus, cette même étude 
indique que le séquençage de cette région du gène hsp65 permet de différencier l’espèce 
M. houstonense des espèces M. farcinogenes et M. senegalense, contrairement au séquençage 
de la quasi-totalité du gène rrs qui lui ne le peut pas (Adékambi et Drancourt 2004). 
Néanmoins, en raison des valeurs faibles de bootstraps d’embranchement du dendrogramme, 
le séquençage de hsp65 semble, dans cette étude ,moins robuste que le séquençage du gène 
rrs pour identifier les NTM à croissance rapide (Adékambi et Drancourt 2004). 
 Le séquençage partiel du gène recA 
Le séquençage du gène recA mesurant au total 1053 pb (position 3757622 à 3758674 
sur le chromosome de M. avium 104 Gene Bank NC_008595) et codant une protéine bi-
fonctionnelle d’activité d’échange de brins d’ADN et d’activité protéolytique durant la 
recombinaison homologue, peut être séquencé du côté 3’ en sa quasi-totalité (Figure 6) via les 
couples d’amorces recR1/recF2 et recR2/recG1 (Blackwood et al. 2000) ou le couple 
d’amorces recR2/recF3 (Gomila et al. 2007). Un séquençage total a aussi été proposé en 
utilisant les amorces recR1/recF2b, recR2/recG1 et les amorces rec3288F/rec3575R 
permettent de séquencer le côté 5’ (Adékambi et Drancourt 2004). Le séquençage quasi-total 
du gène recA, via les amorces recR2/recG1 et recR1/recF2, a été proposé comme un 
complément d’analyse à l’identification des mycobactéries par séquençage du gène rrs. En 
effet, le degré de similarité inter-espèces du séquençage du gène recA est plus bas que celui 
du séquençage du gène rrs, à l’exception des espèces du MTC. Le séquençage quasi-total de 
recA permet, par exemple, de différencier M. kansasii et M. gastri, contrairement au 
séquençage du gène rrs (Blackwood et al. 2000). Concernant les mycobactéries à croissance 
rapide M. chelonae, M. massiliense, M. abscessus, M. bolletii et M. immunogenum, le 
séquençage partiel du gène recA, via les amorces recR2/recF3, combiné au séquençage partiel 
de hsp65, via les amorces Tb11/Tb12, semble plus discriminant que le séquençage total du 
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gène rrs (Gomila et al. 2007). Il est à noter que contrairement aux autres gènes de ménage 
(gène commun aux organismes vivants), le gène recA présente de nombreuses zones de 
substitution entre les espèces de mycobactéries à croissance rapide (Gomila et al. 2007). 
Toujours concernant les mycobactéries à croissance rapide, le séquençage de la totalité du 
gène rrs est très comparable au séquençage total du gène recA. Effectivement, les valeurs des 
bootstraps d’embranchement des dendrogrammes dans cette étude sont importantes, les 
regroupements phylogénétiques des espèces de mycobactéries à croissance lente sont 
similaires et les espèces M. senegalense, M. farcinogenes et M. houstonense ne peuvent être 
différenciées par séquençage des gènes rrs et recA (Adékambi et Drancourt 2004). 
 Le séquençage partiel du gène rpoB 
Le gène rpoB, mesurant au total 3435 pb (position 4631379 à 4634813 sur le 
chromosome de M. avium 104 Gene Bank NC_008595) et codant la sous-unité β de l’ARN 
polymérase, peut être séquencé partiellement du côté 3’ (Figure 6), via le couple d’amorces 
MF/MR (Kim et al. 1999). Les mutations de cette région permettent en plus d’apprécier la 
résistance de M. tuberculosis à la rifampicine (Ozkutuk et al. 2007 ; Rigouts et al. 2007 ; 
Soudani et al. 2007). Cette région correspond à quelques bases près à la région du couple 
d’amorces RGMF/RGMR (Kim et al. 2007), qui est utilisée actuellement en troisième 
intention pour identifier par séquençage les mycobactéries au centre national de référence des 
mycobactéries de la Pitié-Salpêtrière, tout en conservant l’appréciation de la résistance à la 
rifampicine. Le séquençage de la région la plus variable du gène rpoB, via les amorces 
MycoF/MycoR et MycoseqF/MycoseqR, est utilisable pour distinguer les mycobactéries à 
croissance lente d’origine clinique. Cette méthode consiste à amplifier par PCR une région 
d’environ 750 pb via les amorces MycoF/MycoR pour améliorer le séquençage d’une région 
plus petite de 730 pb via les amorces MycoseqF/MycoseqR (Adékambi et al. 2003 ; Gomila 
et al. 2007). Le séquençage de la totalité de rpoB peut, par ailleurs, être réalisé par les 
amorces Smeg7F/Smeg601R, Smeg529F/Smeg1485R, MF/Smeg2003R, 
Smeg1698F/Smeg2649R, Smeg2426F/Smeg3288R, Smeg2835F/Smeg3668R et 
Smeg3558F/Fort4260R (Kim et al. 1999 ; Adékambi et al. 2003 ; Adékambi et Drancourt 
2004). Le séquençage total de rpoB a été proposé comme un complément d’analyse à 
l’identification des mycobactéries par séquençage du gène rrs (Adékambi et Drancourt 2004). 
Dans cette étude, le séquençage de la totalité de rpoB semble tout aussi discriminant et 
robuste que le séquençage total du gène rrs. Effectivement, les valeurs des bootstraps 
d’embranchement des dendrogramme de ces deux méthodes d’analyse du séquençage sont 
importantes (Adékambi et Drancourt 2004). Concernant le séquençage partiel de rpoB via le 
couple d’amorces MF/MR, ce dernier peut distinguer M. kansasii et M. gastri, alors que cela 
n’est pas possible par le séquençage total du gène rrs (Kim et al. 1999). La région 
hypervariable de rpoB proposée pour identifier les NTM à croissance rapide, via les amorces 
MycoF/MycoR et MycoseqF/MycoseqR (Adékambi et al. 2003), semble ne pas apporter de 
pouvoir de discrimination additionnelle au séquençage de la quasi-totalité du gène rrs 
(Gomila et al. 2007). 
 Le séquençage partiel gène sodA 
Le séquençage du gène sodA mesurant au total 623 pb (position 175683 à 176306 sur le 
chromosome de M. avium 104 Gene Bank NC_008595), codant la sous-unité A de la 
superoxyde dismutase, est considéré comme une région très polymorphe. Le séquençage 
d’une région d’environ 460 pb, via les amorces SodF/SodR (Figure 6), a été proposé 
initialement (Bull et al. 1995) pour identifier par séquençage les NTM isolées de patients 
atteints du syndrome d’immunodéficience acquise et a été utilisé pour décrire une nouvelle 
espèce : M. mageritens (Domenech et al. 1997). Cette région a été reprise pour étudier 
l’identification des mycobactéries à croissance rapide par séquençage partiel côté 3’. Cette 
méthode consiste à amplifier par PCR une région d’environ 540 pb via les amorces 
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SodlgF/SodlgR pour améliorer la qualité du séquençage de la région plus petite encadrée par 
les amorces SodF/SodR (Adékambi et Drancourt 2004). Plus récemment dans un objectif 
d’identification des NTM à croissance rapide, le séquençage de la quasi-totalité de sodA côté 
5’ a été effectué via les amorces Z205F/Z212R (Gomila et al. 2007), qui sont d’ailleurs 
équivalentes aux amorces universelles Z205/Z212 (Zolg et Philippi-Schulz 1994). Tout 
comme le séquençage total du gène rrs, le séquençage quasi-total du gène sodA via les 
amorces Z205F/Z212R, n’est pas assez discriminant pour différencier les espèces 
M. chelonae, M. massiliense, M. abscessus et M. bolletii ou les espèces M. mucogenicum et 
M. phocaicum. Néanmoins concernant le groupe V de Runyon constitué de NTM à croissance 
rapide, le pouvoir de discrimination du séquençage de cette région de sodA, semble plus 
important que celui du séquençage du gène rrs (Gomila et al. 2007). Tout comme le 
séquençage total du gène rrs, une autre étude menée aussi sur des NTM à croissance rapide et 
séquençant sodA, via les amorces SodF/SodR et SodlgF/SodlgR, indique que le séquençage 
de ce gène permet de différencier M. mageritense du groupe formé par M. houstonense, 
M. senegalense et M. farcinogenes, mais avec une analyse de séquence présentant des valeurs 
de bootstraps d’embranchement du dendrogramme plus faibles que celles de l’analyse du 
séquençage du gène rrs (Adékambi et Drancourt 2004). 
II.2.e / L’analyse phylogénique 
L’identification des mycobactéries par MLSA requière une analyse phylogénique pour 
comparer les séquençages à identifier à des séquences de bases de données. Concernant 
l’identification des mycobactéries, il est possible d’utiliser la base de données Genbank du 
NCBI aux USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), la base d’identification bactérienne par 
bioinformatique en France (bioinformatic bacteria identification : BIBI) (http://umr5558-sud-
str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi), ou la base publique RIDOM en Allemagne 
(http://www.ridom-rdna.de). Bien qu’il n’existe aucun consensus ni sur le logiciel d’analyse 
phylogénétique, ni sur la méthode d’alignement (CLUSTAL X ou W), l’identification des 
mycobactéries par séquençage est généralement réalisée en utilisant les modèles de calcul de 
distances de Jukes-Cantor (Jukes-Cantor distance: JC) ou de paramètre 2 de Kimura 
(Kimura’s Two-parameter: K2P), et la matrice de jonction de voisinage (neighbor-joining: NJ) 
(Saitou et Nei 1987) avec 1000 itérations de calcul pour le branchement des arbres 
phylogénétiques (Felsenstein 1985). Dans le cas des mycobactéries, et en regard de la 
littérature (Bull et al. 1995 ; Guillemin et al. 1995 ; Ninet et al. 1996 ; Domenech et al. 1997 ; 
Swanson et al. 1997 ; Kim et al. 1999 ; Ringuet et al. 1999 ; Blackwood et al. 2000 ; Cloud et 
al. 2002 ; Turenne et al. 2002 ; Adékambi et al. 2003 ; Adékambi et Drancourt 2004 ; 
McNabb et al. 2004 ; Adékambi et al. 2006b ; Turenne et al. 2006 ; Gomila et al. 2007 ; Kim 
et al. 2007), le choix de la méthode de calcul de distance réside donc uniquement sur la prise 
en compte du poids des transversions nucléotidiques (probabilité que les bases puriques et 
pyrimidiques deviennent respectivement les bases puriques et pyrimidiques 
complémentaires), qui est double dans le modèle K2P (Kimura 1980) par rapport au modèle 
JC (Jukes et Cantor 1969). Les méthodes de parcimonie, basées non pas sur des matrices de 
divergence mais sur des matrices de caractères discrets, ne sont aujourd’hui plus utilisées pour 
l’analyse phylogénique des mycobactéries. 
II.3 / La caractérisation 
II.3.a / A partir d’un isolement 
Dans des objectifs d’identification de souches virulentes, de description de la structure 
des populations, d’identification des forces de sélection de ces populations et de 
détermination de sources de ces dernières, de nombreuses méthodes sont applicables à des 
isolements mycobactériens. L’ensemble de ces méthodes de caractérisation a fait récemment 
l’objet d’une synthèse en fonction des espèces de NTM caractérisables (Behr et Falkinham 
2009). En plus du séquençage multi-locus permettant de caractériser l’ensemble des espèces 
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de NTM, il existe des méthodes de caractérisations par sérotypage, biotypage, électrophorèse 
multi-locus d’enzymes (multi-locus enzyme electrophoresis: MLEE), caractérisation de 
plasmides, typage des séquences répétées (repetitive sequence typing: rep-PCR), typage par 
amorces PCR arbitraires (arbitrary primed PCR: AP-PCR), électrophorèse en champs pulsés 
(pulsed field gel electrophoresis: PFGE) et caractérisation des séquences d’insertion, 
applicables au MAC ainsi qu’aux NTM à croissance lente M. kansasii, M. xenopi, 
M. malmoense, M. haemophilum, M. ulcerans, et à croissance rapide M. fortuitum, 
M. abscessus et M. chelonae (Behr et Falkinham 2009). Ces méthodes peuvent être 
comparées via la diversité allélique (Nei 1978) ou l’indice de discrimination (Hunter et 
Gaston 1988), représentant respectivement la probabilité pour un locus de présenter plusieurs 
allèles et la probabilité de distinguer des souches de profils différents (Figure 7). 
 
Figure 7 : Formule de calcul de l’indice de discrimination (DI) et de la diversité allélique (h), N : nombre 
total de souches, S : nombre total de profils distinct, nj : nombre de souches du j
ème
 profil, ni : nombre de 
souches du i
ème
 allèle,  xi : fréquence des souches du xi
ème
 allèle (Nei 1978 ; Hunter et Gaston 1988) 
Effectivement ces méthodes de caractérisation présentent des pouvoirs de 
discrimination très variables allant de 0,29 pour la MLEE à 0,99 pour la PFGE et la RFLP 
(Tableau 10). 
Tableau 10 : Indice de discrimination (DI) des méthodes de 
caractérisation du complexe Mycobacterium avium-intracellulare 
(données reprises (Behr et Falkinham 2009)) 
Méthode de 
caractérisation 
Proportion 
de souches 
caraérisables 
(%) 
Nombre de 
groupe 
DI 
Sérotypage 77-87 8-25 0,83-0,95 
Biotypage 100 8 0,80 
MLEE 100 23-58 0,29-0,38 
Plasmide 72-82 4 0,76 
rep-PCR 100 23 0,96 
AP-PCR 100 98 0,99 
PFGE 80-100 38-39 0,94-0,99 
RFLP-IS1245 100 9-89 0,95-0,99 
MLEE : multi-locus enzyme electrophoresis, rep-PCR : repetitive 
sequence typing, AP-PCR : arbitrary primed PCR, PFGE ; pulsed field 
gel electrophoresis, RFLP: restriction fragment length polymorphism, 
IS°: insertion sequence. 
N’ayant pas été développées pour être spécifiques de chacune des espèces 
caractérisables, ces méthodes de caractérisation sont applicables à des souches isolées et ne 
peuvent donc pas être appliquées à des échantillons cliniques ou environnementaux. De plus, 
ces méthodes de caractérisation ne permettent pas de caractériser toutes les espèces de NTM 
et sont donc actuellement restreintes aux espèces de NTM M. abscessus, MAC, M. chelonae, 
M. fortuitum, M. haemophilum, M. kansasii, M. malmoense, M. ulcerans et M. xenopi 
(Tableau 11). Par ailleurs, le spoligotypage est aussi à noter comme méthode de 
caractérisation d’isolats mycobactériens. Néanmoins, cette méthode de caractérisation du 
polymorphisme des espaceurs, qui sont encadrés par des séquences d’ADN identiques 
nommées repétitions directes (direct repeats: DR), n’a pour le moment était développée que 
pour les espèces du MTC M. tuberculosis (Soini et al. 2000 ; Sola et al. 2001) et M. bovis 
(Rodríguez et al. 2010). 
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Tableau 11 : Méthodes de caractérisation applicables à quelques espèces de 
mycobactéries non-tuberculeuses à l’exception du séquençage multi-locus applicable à 
l’ensemble des espèces (données synthétisées (Behr et Falkinham 2009)) 
Espèces 
Méthode de caractérisation 
Sérotypage Biotypage MLEE Plasmide rep-PCR AP-PCR PFGE RFLP 
abscessus      ٧ ٧  
avium-intracellulare ٧ ٧ ٧ ٧ MIRU ٧ ٧ IS1245 ou IS900 
chelonae       ٧  
fortuitum       ٧  
haemophilum         
kansasii     MPTR ٧ ٧ IS1652 ou ARNr 16S 
malmoense      ٧ ٧ ARNr 16S ou 23S 
ulcerans    pTBN12    ٧ 
xenopi        IS1395 
MLEE: multi-locus enzyme electrophoresis, rep-PCR: repetitive sequence typing, AP-PCR: arbitrary primed PCR, PFGE: 
pulsed field gel electrophoresis, RFLP: restriction fragment length polymorphism, IS: insertion sequence, MPTR: major 
polymorphic tandem repeat, MIRU: mycobacterial interspersed repetitive units. 
II.3.b / A partir d’un échantillon complexe 
Les méthodes appliquées pour l’étude des communautés bactériennes permettent 
d’obtenir des profils basés sur la séparation des fragments amplifiés en fonction de leur 
composition en bases G-C, comme l’électrophorèse de gel en gradiant dénaturant (denaturing 
gradient gel electrophoresis : DGGE), l’électrophorèse de gel en gradiant de température 
(temperature gradient gel electrophoresis: TGGE), l’électrophorèse de gel en gradiant 
temporel de température (temporal temperature gradient gel electrophoresis: TTGE), le 
polymorphisme de conformation de simple brin (single-strand conformation polymorphism: 
SSCP), la chromatographie liquide de haute performance dénaturante (denaturing high 
performance liquid chromatography: dHPLC) ou en fonction de leur taille, comme l’analyse 
de l’espace intergénique ribosomal (automated ribosomal intergenic spacer analysis: ARISA), 
et le polymorphisme de longs fragments de restriction terminaux (terminal restriction 
fragment length polymorphism: tRFLP). Ces méthodes, ciblant la plupart du temps 
l’ARNr 16S ou l’ITS, ont été développées pour caractériser les communautés de bactéries et 
d’archées, et sont donc utilisables pour caractériser les assemblages (ou peuplements) de 
NTM. Néanmoins, seulement quelques études utilisant la DGGE sont à noter concernant 
l’application aux NTM de ces méthodes de caractérisation des assemblages bactériens. 
Effectivement, les méthodes de caractérisation des assemblages de mycobactéries sont 
beaucoup moins décrites que les méthodes de caratérisation de NTM isolées par bactériologie. 
Ces méthodes ont pour but de reproduire une image de la structure globale et de la richesse 
taxonomique de la communauté ou de l’assemblage microbien et non pas d’identifier les 
espèces individuelles ou gènes de la communauté (Mills et al. 2003). De plus ces méthodes ne 
permettent de détecter que les taxons représentant plus de 4 % de la population ciblée (Muyer 
et al. 1993). Toutefois il est possible de séquencer les fragments séparés par électrophorèse ou 
dHPLC afin d’identifier certains fragments dans le profil généré. 
Par exemple dans une étude ciblant le gène rrs et étudiant la composition des NTM dans 
l’eau de réseau de distribution, les fragments de gènes rrs séparés par DGGE ont pu être 
séquencés (Pryor et al. 2004). Une étude a proposé d’étudier spécifiquement la composition 
des communautés de NTM dans les sols par DGGE en utilisant une amorce PCR sens 
Fmyco987, qui serait spécifique du genre Mycobacterium, et une amorce anti-sens 
Rmyco1378, qui serait spécifique des Actinobacteria (Niva et al. 2006). L’amorce 
Rmyco1378 ciblant l’ARNr 16S, a, par la suite, été réutilisée pour développer une méthode de 
quantification des NTM dans les sols par une méthode d’hybridation sandwich (Nieminen et 
al. 2006). Une seconde étude a proposé quant à elle d’étudier les communautés de NTM à 
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croissance rapide dans les sols par DGGE en utilisant une amorce PCR sens MYCO66f, qui 
serait spécifique des Actinobacteria, et une amorce anti-sens MYCO600r, qui serait 
spécifique des NTM à croissance rapide (Leys et al. 2005). Par la suite cette méthode ciblant 
l’ARNr 16S a été ré-utilisée à plusieurs reprises dans le même objectif pour l’étude des 
communautés de NTM à croissance rapide des sols, en particulier des sols pollués en PAH 
(Uyttebroek et al. 2006 ; Uyttebroek et al. 2007a ; Uyttebroek et al. 2007b). Sans application 
aux NTM déjà publiées, le pyroséquençage est une méthode de séquençage à haut débit 
permettant de caractériser la majorité des séquences d’un échantillon. Cette méthode a 
d’ailleurs été proposée pour comparer les sources des bactéries fécales dans les bassins 
versants (Unno et al. 2010). Néanmoins, cette dernière reste très coûteuse et dépendante de la 
méthode d’extraction d’ADN utilisée et, sans doute, surdimensionnée pour l’étude 
d’assemblages composés d’un seul genre comme Mycobacterium. 
II.4 / Conclusion et perspectives 
En conclusion sur les outils analytiques applicables aux matrices environnementales, 
l’adaptation des techniques développées en milieu médical est un véritable défi. Concernant 
l’application de ces méthodes à l’étude des NTM dans l’environnement, l’harmonisation des 
méthodes de bactériologie, ainsi que la comparaison de la spécificité et de la sensibilité des 
cibles moléculaires, semblent être les points essentiels à développer. En perspective, bien que 
ne présentant que peu de recul sur leur intérêt, la GC–MS (Minnikin et al. 2010), le 
pyroséquençage (Unno et al. 2010) et la technologie Luminex (Griffith et al. 2009) semblent 
être des outils de détection et caractérisation prometteurs complémentaires de la PCR en 
temps réel et des alternatives aux méthodes usuellement utilisées comme la PCR 
conventionnelle (Tableau 9). 
III / Les sources de microorganismes pathogènes dans les bassins versant 
En regard des caractéristiques des NTM (chapitre I §I / ) expliquant les connaissances 
actuelles de leur épidémiologie (chapitre I§I.2 / ) et de leur écologie (chapitre I§I.3 / ), 
certaines méthodes décrites précédemment peuvent être appliquées pour rechercher les NTM 
dans l’environnement (chapitre I §II / ), notamment les sources dans les bassins versants. Il 
existe de nombreux pathogènes pour l’homme dans les bassins versants, incluant des virus 
(Castignolles et al. 1998 ; Pina et al. 1998 ; Jiang et al. 2001), des parasites (Ongerthi et Stibb 
1987 ; Hansen et Ongerth 1991 ; Xiao et al. 2001 ; Ahmed et al. 2008 ; Lucy et al. 2008 ; 
Mons et al. 2009 ; Moulin et al. 2010), ou des bactéries (Bolton et al. 1987 ; Araujo et al. 
1991 ; Sugita et al. 1995 ; Pettibone 1998 ; Berekaa et Steinbüchel 2000 ; Gonï-Urriza et al. 
2000 ; Solo-Gabrielle et al. 2000 ; McLellan 2004 ; Whan et al. 2005 ; Lyautey et al. 2007 ; 
Ahmed et al. 2008), qui ont leurs propres caractéristiques et modes de vie dans 
l’environnement. De nombreuses études ont donc pour but de rechercher les sources et 
réservoirs de ces pathogènes afin de prévenir les épidémies et de gérer la ressource en eau. 
Parmi les pathogènes bactériens, les NTM ont reçu peu d’intérêt jusqu’à présent, bien que les 
mycobactérioses soient souvent d’origine hydrique. Ce chapitre se propose donc de définir les 
sources probables de NTM au regard de leurs comportements (I.3 / ) et en fonction des 
données existantes sur d’autres bactéries pathogènes émergentes dans l’environnement. 
Effectivement, les rejets urbains et ruraux tels que les rejets ponctuels de station d’épuration 
(waste water treatment plant: WWTP), les stations de dépollution des eaux de pluviales (rain 
water treatment plant: RWTP), de bassins de stockage des eaux pluviales, de déversoirs 
d’orage, ainsi que les rejets diffus des eaux de ruissellement, peuvent être des sources 
majeures d’apport de différents microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme 
dans l’environnement. 
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III.1 / Les rejets ponctuels 
Les rejets ponctuels des WWTP et des RWTP correspondent à l’impact de rejets traités 
ou non sur le milieu récepteur. En pratique, le rejet de la station et la qualité du milieu 
récepteur sont uniquement considérés, et le flux de pollution admissible correspond à la 
différence entre le flux de pollution maximal compatible avec l’objectif du bon état du milieu 
et le flux de pollution du milieu à l’amont du rejet. A titre d’exemple, sur le bassin de la 
Seine, fortement anthropisé (Meybeck et al. 1998), l’agglomération parisienne (10 millions 
d’habitants), à elle seule, possède cinq stations d’épuration, à savoir Seine Aval, Seine 
Amont, Seine Centre, Seine Grésillons, et Marne aval, qui ont des capacités de traitement 
journalières de 1 700 000 m
3
, 600 000 m
3
, 240 000 m
3
, 100 000 m
3
, et de 75 000 m
3
 
respectivement (http://www.siaap.fr/). Ainsi, le débit instantané moyen de la plus grande 
WWTP de ce bassin versant passe d’environ 20 m3/s en temps sec à 40 m3/s en temps de pluie 
pour environ cinq événements dans l’année (Billen et al. 2007 ; Even et al. 2007). Tout 
comme la contamination bactérienne et la contamination parasitaire, il n’existe pas de 
données conséquentes sur les rejets de RWTP concernant les villes pourvues de systèmes 
séparatifs des eaux usées et des eaux de pluies. Néanmoins une étude récente indique que les 
microorganismes pathogènes ont été identifiés comme les risques majeurs pour la santé 
humaine associée à la réutilisation des eaux de pluies urbaines provenant du ruissellement sur 
des zones pavées ou non (Davies et al. 2008). 
III.1.a / Les bactéries pathogènes émergentes 
Les pathogènes émergents d’origines hydrique constituent une menace majeure pour la 
santé publique à la fois dans les pays développés et en voie de développement. Ainsi 
l’emergence rapide de Vibrio cholerae O139, E. coli O157 :H7 et de Cryptosporidium 
résistantes au chlore ces dernières années a pris une ampleur internationale. D’autres 
organismes comme les virus de l’hépatite, Campylobacter jejuni, Microsporidium, 
Cyclospora, Yersinia enterocolitica, les calicivirus et les bactéries environnementales telles 
que les mycobactéries, les aéromonades, Legionella pneumophila et les souches de 
Pseudomonas aeruginosa multi-résistantes ont été récemment associées avec des maladies 
d’origine hydrique (Sharma et al. 2003). La globalisation des échanges commerciaux, les 
changements de démographie, et les changements de technologie de traitement des eaux 
potables et résiduaires ont constitué les facteurs prédominants dans l’émergence où la ré-
emergence de ces nouveaux pathogènes (Nwachcuku et Gerba 2004). 
Les WWTP peuvent être la cause de rejets de bactéries dans l’environnement. Par 
exemple, dans la rivière Hikiji au Japon, il a été démontré que les Aeromonas sont des 
microorganismes aquatiques majeurs, présents dans les eaux de rivières, dans leurs sédiments 
et dans le tractus digestif des poissons (Sugita et al. 1995). En Espagne, l’espèce A. caviae 
prédomine dans les eaux de rejets urbains riches en flores fécales à Soria et Barcelone, et les 
espèces A. hydrophila et A. sobria prédominent dans les eaux naturelles. Paradoxalement à 
leur sur-représentativité dans les eaux pauvres en indicateurs de contamination fécale, les 
espèces A. hydrophila et A. sobria semblent présenter plus de facteurs de virulence que 
l’espèce A. caviae (Araujo et al. 1991). En Espagne, il a été observé que les rejets d’eaux 
usées de la ville de Pampelune, dans la rivière Arga, provoquaient l’apparition 
d’Enterobacteriaceae et d’Aeromonas plus résistantes aux quinolones que celles 
naturellement présentes dans le cours d’eau. Les échanges génétiques entre ces deux 
populations étant limités, cette résistance aux quinolones aurait été induite par un rejet massif 
d’antibiotiques en amont du point de rejet (Gonï-Urriza et al. 2000). Concernant, les 
Enterobacteriaceae, une étude dans le Wisconsin aux USA entre 2000 et 2003 sur des E. coli 
isolées des eaux de surface, est arrivée à la conclusion que cette espèce indicatrice de 
contamination fécale, potentiellement pathogène pour l’homme, provenait principalement des 
rejets urbains et dans une moindre mesure des eaux de ruissellement. Effectivement, les 
souches isolées présentant un profil génétique similaire aux souches isolées des eaux de 
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surface étaient 20 % plus nombreuses dans les rejets urbains que dans les eaux de 
ruissellement (McLellan 2004). Par ailleurs, en Angleterre, la quantification de 
Campylobacter dans les fleuves Ribble, Calder et Hodder, fut plus importante et fréquente 
pour des zones situées en aval de WWTP que pour des zones rurales. Les sérotypes de 
C. jejuni, fréquemment isolés dans ces fleuves, se sont avérés être les sérotypes 
majoritairement responsables de gastroentérites en Angleterre pendant la durée de cette étude 
(Bolton et al. 1987). 
D’autre part, une étude en Australie sur la présence de microorganismes pathogènes 
dans les citernes de récupération d’eau de pluie indique que les indicateurs de contamination 
fécale E. coli, Enterococcus, Clostridium perfringens, et Bacteroides pouvaient être isolées 
des échantillons d’eaux et que des gènes de pathogènes tels que Campylobacter coli, 
Legionella pneumophila, Aeromonas hydrophila, et Salmonella pouvaient y être détectés 
(Ahmed et al. 2008). Les citernes de récupération d’eau de pluie peuvent donc aussi être 
considérées comme des sources ponctuelles de rejets de bactéries pathogènes pour l’homme 
dans l’environnement. De plus, cette étude conclut que la faible corrélation entre la présence 
de microorganismes pathogènes et la présence des indicateurs de contamination fécale dans 
l’eau de pluie récupérée ne permet pas d’utiliser ce critère comme indicateur fiable de la 
qualité sanitaire de ce type d’eau (Ahmed et al. 2008). 
III.1.b / Le cas des mycobactéries 
Concernant les mycobactéries, peu d’études se sont intéressées aux rejets de WWTP 
(chapitre I§I.3.b / ). Par exemple, les espèces M. fortuitum et M. ratisbonense ont déjà été 
isolées dans des boues activées en Allemagne (Berekaa et Steinbüchel 2000), ainsi que 
l’espèce M. avium ssp. paratuberculosis en Irlande dans des eaux usées en entrée de WWTP 
(Whan et al. 2005). Cette dernière étude signale que la présence de M. avium 
ssp. paratuberculosis dans les eaux usées correspondait à des valeurs hautes de pH (7,5-8,2), 
et conclut sur la nécessité d’un traitement efficace des WWTP vis-à-vis de cette espèce 
pathogène pour limiter tout risque d’infections par contact avec cette eau à usage récréatif 
dont la nature pourrait être impactée par les rejets de la station d’épuration concernée (Whan 
et al. 2005). Cette étude n’a pas observé de corrélation significative entre la prévalence de 
MAP en entrée de station et la saison, ni entre cette quantité de MAP et la quantité de 
coliformes fécaux, mais elle souligne néanmoins que la prévalence de MAP était plus élevée 
au printemps (Whan et al. 2005). Quant aux citernes de récupération d’eau de pluie qui sont 
très peu étudiées, aucune donnée n’indique la présence de NTM dans ce type d’ouvrage. 
III.2 / Les rejets diffus 
Les rejets ponctuels étant de plus en plus maîtrisés, la recherche se focalise à présent sur 
les rejets diffus, c'est-à-dire sur les rejets ou pollutions dont la source n’est pas clairement 
identifiée. Pendant les épisodes pluvieux, les rejets diffus correspondent à l’impact sur le 
milieu récepteur des ruissellements qui ne sont pas pris en charge par les WWTP (eau de 
ruissellement entrant dans les réseaux unitaires), ou les RWTP (eau de ruissellement entrant 
dans les réseaux séparatifs d’eau pluviale). A titre indicatif, le bassin versant de la Seine 
présente des conditions hydrologiques très contrastées. Par exemple, le débit moyen de la 
Seine à Paris a été estimé à 214 m
3
/s pendant les années sèches comme 1996 et 526 m
3
/s 
pendant les années pluvieuses comme 2001, soit en moyenne 354 m
3
/s entre 1986 et 1996 
(Billen et al. 2007 ; Even et al. 2007). Les rejets diffus ainsi que les rejets ponctuels peuvent 
donc générer une très forte augmentation du débit de la Seine. 
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III.2.a / Les bactéries pathogènes émergentes 
L’étude sur le fleuve Buffalo dans le Minnesota, entre 1992 et 1993, indique que durant 
les événements pluvieux estivaux le taux d’Aeromonas augmente de 1 log dans tout le bassin 
versant, alors qu’il ne fait que doubler dans les sites en amont (Pettibone 1998). Cette 
observation pourrait traduire l’influence des ruissellements qui charrieraient les Aeromonas de 
l’amont du bassin versant vers l’aval pendant les périodes pluviales. Concernant les 
Enterobacteriaceae, au cours d’une étude du fleuve New River dans le Norfolk en Floride, il 
a été démontré qu’il existe un apport en E. coli dans les eaux de surface lors des tempêtes et 
qu’après ces épisodes pluvieux le taux d’E. coli revenait à son niveau habituel (Solo-Gabrielle 
et al. 2000). Cet apport proviendrait du lessivage des sols par les eaux de ruissellement qui 
entraîneraient ces microorganismes jusqu’au fleuve via le bassin versant. Une autre bactérie 
pathogène pour l’homme, Listeria monocytogenes, a aussi été décrite dans des bassins 
versants. Effectivement, dans une étude entre juin et novembre 2005 sur la plus large rivière 
de l’Ontario au Canada, il a été observé une corrélation entre l’occurrence du pathogène 
humain et animal Listeria monocytogenes dans les eaux de surface, à l’aval immédiat de 
fermes d’élevage de vaches laitières, et le degré de champs défrichés. (Lyautey et al. 2007). 
Cette observation pourrait indiquer que ces terrains nus favorisent les transports de 
L. monocytogenes par ruissellement depuis les zones d’élevage jusqu’au milieu récepteur en 
aval de ces dernières. 
III.2.b / Le cas des mycobactéries 
Concernant les NTM, là encore, peu de données permettent d’apprécier la part que 
représentent les eaux de ruissellement des bassins versants. En effet, sans pour autant les 
mesurer directement, des études indiquent que les ruissellements sont des sources d’apport de 
NTM dans les eaux de surface. Par exemple, la présence des NTM dans les eaux de surface a 
été corrélée avec les données de pluviométrie à trois semaines (Iivanainen et al. 1993), et les 
ruissellements semblent entrainer dans les eaux de surface la sous-espèces MAP à partir des 
pâturages contaminés (Pickup et al. 2006). Effectivement, comme nous l’avons déjà 
mentionné (chapitre I§I.3.a / ), certains sols, potentiellement érodables par temps de pluie, 
sont des habitats potentiels de mycobactéries, comme les sols riches en acides humiques et les 
sols pollués en PAH. Néanmoins, ces sols propices à la croissance des NTM n’ont jamais été 
comparés entre eux, tout comme leur composition physicochimique. 
III.3 / Les variations saisonnières 
Les rejets diffus sont indirectement liés à la variabilité saisonnière, qui est donc un 
facteur important à prendre en considération dans l’évaluation des risques que représentent les 
apports de microorganismes potentiellement pathogènes dans le milieu récepteur. 
III.3.a / Les bactéries pathogènes émergentes 
La variabilité des saisons conditionne les cycles de vie dans l’environnement des 
bactéries pathogènes pour l’homme. Par exemple, en Angleterre en 1986, la quantification des 
rejets urbains en Campylobacter dans l’eau des fleuves Ribble, Calder et Hodder, fut plus 
importante et fréquente en automne et en hiver qu’au printemps et en été (Bolton et al. 1987). 
Pour le fleuve Buffalo dans le Minnesota entre 1992 et 1993, contrairement aux périodes 
hivernales, les taux d’Aeromonas en amont du bassin versant ont été corrélées au taux de 
bactéries indicatrices (flore totale, coliformes fécaux et entérocoques intestinaux) pendant les 
périodes estivales, alors que dans le bassin versant les taux d’Aeromonas ont été corrélés aux 
taux de bactéries indicatrices pendant les périodes hivernales (Pettibone 1998). Il semblerait 
donc que les corrélations observées entre ces microorganismes en amont du bassin versant 
pendant l’hiver se retrouvent dans le bassin versant en été durant les périodes de précipitation. 
Ce déplacement pourrait correspondre à la concentration de ces microorganismes dans le 
bassin versant pendant les périodes pluvieuses commandées par les saisons. Concernant les 
Chapitre I : Mycobactéries et bassins versants 
 68 
Enterobacteriaceae, l’étude du fleuve New River, dans le Norfolk en Floride, a montré 
qu’entre deux événements pluvieux le taux d’E. coli oscillait sinusoïdalement. Cette 
oscillation a été corrélée aux marées. Lorsque la marée était basse le taux d’E. coli était bas, et 
inversement le taux d’E. coli était haut pour les marées hautes. Le suivi de la quantité 
d’E. coli dans les sédiments des berges a permis d’émettre l’hypothèse selon laquelle durant 
les marées basses les E. coli se développaient dans les sols des berges asséchées et se 
retrouvaient dans la masse d’eau pendant les périodes de marées hautes qui lessivaient 
partiellement ces berges (Solo-Gabrielle et al. 2000). Dans une étude, entre juin et novembre 
2005, sur les eaux de surface de la plus large rivière de l’Ontario au Canada, il s’est avéré que 
des combinaisons de profils génétiques et sérologiques de Listeria monocytogenes étaient 
principalement isolées en été et que d’autres profils étaient isolés en automne (Lyautey et al. 
2007). Il semblerait donc, qu’au sein d’une même espèce bactérienne, des différences puissent 
exister dans les eaux de surface en relation avec la variabilité saisonnière. 
III.3.b / Le cas des mycobactéries 
Concernant les mycobactéries, une étude dans le Nord du Malawi indique que 
l’isolement de NTM dans les sols est beaucoup plus fréquente pendant les saisons sèches 
(tempérées de mai à octobre : 21°C et chaude de septembre à novembre : 24°C) que pendant 
les saisons humides (chaude de décembre à avril : 24°C). De plus, pendant les saisons 
humides, aucune mycobactérie ne fut détectée dans aucun échantillon d’eau de différentes 
origines (eau potable, eau de forage, eau de puits de maisons particulières) alors qu’en saison 
sèche 95 % des prélèvements d’eau furent positifs (Chilima et al. 2006). Sans préciser la 
période annuelle, la rare étude indiquant l’importance des ruissellements concernant le rejet 
de NTM dans le milieu récepteur (Iivanainen et al. 1993), souligne que les mois pluvieux sont 
les plus propices à la détection de NTM dans les eaux de surface. Sans rapport direct avec le 
ruissellement, l’étude sur les réseaux de distribution d’eau potable aux USA (Marciano-
Cabral et al. 2010), et l’étude d’une station d’épuration en Irlande (Whan et al. 2005), 
soulignent effectivement que les mois pluvieux au printemps et en automne sont favorables à 
la détection de NTM et de MAP, respectivement. A ce jour, aucune étude ne s’est intéressée à 
l’évaluation des rejets diffus de NTM à l’échelle de l’épisode pluvieux. 
IV / Les objectifs de la thèse 
La Directive-cadre sur l’eau (2000/60/CE) émet des objectifs de préservation et 
restauration de l’eau de surface et de l’eau souterraine d’ici 2015 en intégrant un objectif de 
« bon état chimique » et un objectif du « bon état écologique ». 
IV.1 / La protection et la gestion de l’eau 
L’objectif du « bon état chimique » de la Directive-cadre sur l’eau, est défini par une 
réduction de la concentration de 33 substances prioritaires à seuil réglementaire et par une 
élimination de 25 substances dangereuses prioritaires à seuil réglementaire. Ces seuils 
réglementaires apparaissent sous la nomination de normes de qualité environnementale. Ces 
molécules sont par exemple des métaux (Pb, Hg, Ni), des molécules appartenant aux familles 
des diphényléther bromés comme le pentabromodiphényléther ou l'éther de 
decabromodiphenyl (decabromodiphenyl ether: BDE) et des hydrocarbures aromatiques 
polycycliques, ainsi que des composés chlorés ou phénolés. 
L’objectif du « bon état écologique » de la Directive-cadre est quant-à lui défini par le 
suivi de la composition, de l’abondance de la biomasse du phytoplancton, des macrophytes, 
de la faune benthique invertébrée et de l'ichtyofaune. Ainsi, il est important de souligner que 
cette Directive-cadre sur l’eau présente des lacunes concernant le suivi des microorganismes 
pathogènes comme les NTM. Concernant les NTM, l’analyse bibliographique nous montre 
qu’il existe de nombreuses lacunes sur la connaissance des NTM, en particulier elle met en 
avant le manque d’outils d’analyse adéquats pour l’étude des mycobactéries dans 
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l’environnement. En découle une écologie très peu étudiée et par conséquent une faible 
connaissance des sources et réservoirs, de la dynamique et de la répartition spatio-temporelle 
des NTM dans les écosystèmes aquatiques et terrestres. Les pathogènes humains peuvent 
résider et se développer dans des habitats non-hôtes, dans lesquels ils évoluent et se 
diversifient indépendamment de leur activité pathogénique (Morris et al. 2008). Ceci est 
d’autant plus vrai pour des pathogènes opportunistes comme les NTM. Cette constatation a 
conduit depuis longtemps aux pratiques d’assainissement de l’eau, de surveillance des 
populations d’animaux sauvages, de nettoyage et maintenance des systèmes de distribution 
d’eau et de ventilation, etc. Ces réflexions suggèrent que les pathogènes opportunistes comme 
les NTM sont capables de se disperser et de se développer dans de nouveaux environnements, 
cependant leurs cycles de vie dans les contextes non-médicaux sont encore largement ignorés. 
Ce manuscrit de thèse a donc pour but de mettre en place des outils et stratégies analytiques 
ainsi que des stratégies de prélèvement pour étudier les NTM en dehors de l’environnement 
clinique, tout en identifiant dans les bassins versants les compartiments qui semblent propices 
à la recherche de NTM. 
IV.2 / La stratégie analytique 
La hiérarchisation des sources d’un microorganisme dans un milieu d’étude donné 
nécessite la mise en œuvre d’outils analytiques de détection et/ou de quantification robustes et 
applicables aux échantillons étudiés. Concernant les NTM, l’état de l’art sur les outils 
analytiques applicables aux matrices environnementales (chapitre I §II / ) nous indique que 
les méthodes de détection par microscopie (chapitre I §II.1.a / ) ne permettent pas de détecter 
spécifiquement l’ensemble des NTM et que les méthodes de détection par bactériologie 
(chapitre I §II.1.b / ) et biologie moléculaire (chapitre I §II.1.d / ) nécessitent une 
harmonisation et une étude sur leur potentiel transfert à des matrices environnementales. 
Concernant, les méthodes d’identification qui impliquent toutes l’isolement préalable de la 
NTM, il semble que la MLSA soit la seule permettant de caractériser l’ensemble des espèces 
de NTM (chapitre I §II.2 / ). Pour les méthodes de caractérisation des NTM, celles applicables 
aux NTM isolées ne permettent pas de caractériser l’ensemble des espèces de NTM (chapitre 
I §II.3.a / ), et celles applicables directement à l’échantillon nécessitent, d’une part, une base 
de données de profils et, d’autre part, une vérification de spécificité (chapitre I §II.3.b / ). 
Etant actuellement difficile de hiérarchiser le degré de pathogénicité des espèces de 
NTM en raison de l’absence de critère de virulence (chapitre I §I.2 / ), nous proposons 
d’étudier le genre Mycobacterium dans son ensemble et de ne pas privilégier une espèce de 
NTM particulière. Par ailleurs, la hiérarchisation des sources de NTM dans les bassins 
versants nécessitant une comparaison du degré de contamination des différents compartiments 
le composant, nous nous proposons donc de développer une méthode de quantification des 
NTM dans des échantillons environnementaux. Pour ce faire, sur la base de la synthèse des 
outils de détection des NTM, nous proposons d’harmoniser les outils de culture (chapitre I 
§II.1.b / ) et de comparer la spécificité et la sensibilité des outils moléculaires développés 
pour des échantillons médicaux (chapitre I §II.1.d / ), dans un objectif de quantification des 
NTM dans l’environnementaux (chapitre II). Une réflexion sur des développements futurs 
d’outils et stratégies de développement d’outils analytiques sera également menée (chapitre 
IV). 
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IV.3 / La stratégie de prélèvement 
L’état de l’art sur le comportement des NTM dans l’environnement (chapitre I §I.3 / ), 
et sur les sources des microorganismes potentiellement pathogènes dans les bassins versants 
(chapitre I §III / ) nous indique que plusieurs compartiments des bassins versants n’ont à ce 
jour pas été étudiés vis-à-vis de l’occurrence des NTM (Figure 8). Effectivement, parmi les 
sources ponctuelles (chapitre I §III.1 / ) et diffuses (chapitre I §III.2 / ) des microorganismes 
potentiellement pathogènes, peu d’études font référence aux NTM. A ce jour, les sols riches 
en acide humiques des zones rurales (forêts, marécages), les sols riches en hydrocarbures des 
zones urbaines (origine pyrolytique anthropique des PAH) et les réseaux de distribution d’eau 
potables sont connus comme étant des habitats propices au développement des NTM (chapitre 
I §I.3.a / ) et les eaux de surface en aval des bassins versants ainsi que les eaux souterraines 
peuvent être considérées comme les milieux récepteurs de NTM lors d’événements pluvieux 
(Figure 8) car la présence de NTM y est avérée (Le Dantec et al. 2002b ; Bland et al. 2005 ; 
Chilima et al. 2006). Entre ces habitats et ces milieux récepteurs d’origines urbaines, péri-
urbaines ou rurales, la présence des NTM est possible dans les réseaux d’eau potable des 
maisons particulières, des centres médicaux, ou des centres récréatifs (Figure 8), mais aucune 
donnée n’existe sur la présence des NTM dans les autres compartiments des bassins versants 
telles que les WWTP, les RWTP et les citernes de récupération des eaux de pluie. Ainsi, 
plusieurs sources ponctuelles et diffuses seront donc évaluées (chapitre III). 
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Figure 8 : Schéma conceptuel des habitats (rectangles) et vecteurs (flèches) potentiels des mycobactéries 
non-tuberculeuses dans les bassins versants de temps sec (en haut) et de temps de pluie (en bas) 
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 Sources ponctuelles urbaines 
Dans l’objectif d’étudier les sources urbaines des NTM dans les bassins versants 
urbains, et en raison de la présence des NTM dans les réseaux de distribution d’eau et les 
réseaux d’eau potable dans les maisons particulières, les centres médicaux et les centres 
récréatifs (Tableau 7), ainsi que les quelques études rapportant leur présence dans les boues 
activées de station d’épuration (Berekaa et Steinbüchel 2000) et dans les eaux usées en entrée 
de station d’épuration (Whan et al. 2005), nous nous proposons d’étudier le devenir des 
mycobactéries au sein d’une station d’épuration à l’échelle des ouvrages de traitement par 
temps sec afin de combler ce manque de la littérature (chapitre III§II.1 / ). 
 Sources diffuses péri-urbaines et rurales 
Le lessivage des sols semble apporter des NTM dans le milieu récepteur pendant les 
saisons humides, ce phénomène semble être corrélé avec l’apport en certain métaux Fe, Al, 
Cu, Co et Cr (Iivanainen et al. 1993). De plus, il semble que les sols riches en acides 
humiques et les sols pollués en PAH soient des habitats potentiels de NTM (chapitre I§I.3.a / 
). Néanmoins, ces deux types de sols n’ont jamais été comparés entre eux (Figure 8). Ainsi, 
nous envisageons d’étudier et de caractériser différents types de sols en zones urbaines, péri- 
urbaines et rurales afin de déterminer lesquelles de ces zones seraient les sources majeures de 
NTM dans les bassins versants (chapitre III§II.2 / ). 
Concernant les sources diffuses, aucune étude ne rapporte la présence de NTM dans les 
eaux de ruissellement. Effectivement, ce compartiment des bassins versants étant régi par de 
multiples facteurs telles que la pluviométrie, la topographie ou encore la nature des sols, la 
mesure directe de la quantité de NTM dans les eaux de ruissellement n’est généralement pas 
réalisée. Au sujet des eaux de ruissellement, même si des corrélations saisonnières ne sont pas 
clairement établies, il semble que les NTM soient majoritairement présentes dans les sols et 
l’eau (eau potable du robinet, eau de forage, eau de puits associés au maisons particulières) 
pendant les saisons sèches (Chilima et al. 2006). Cette étude suggèrerait que le ruissellement 
à l’occasion d’événements pluvieux pourrait lessiver les sols et entrainer les NTM dans 
d’autres compartiments récepteurs du bassin versant, c'est-à-dire dans les eaux souterraines ou 
les eaux de surface les plus en aval du bassin versant (Figure 8). Aussi, nous étudierons, 
indirectement, l’impact des eaux de ruissellement en déterminant l’apport d’affluents situés en 
zones urbaines et péri-urbaines à une rivière d’ordre supérieur, en l’occurrence la Marne 
(chapitre III§II.3 / ). 
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I / Introduction 
L’état de l’art sur les outils analytiques applicables aux matrices environnementales 
(chapitre I §II / ) souligne clairement que les méthodes de détection par bactériologie 
(chapitre I §II.1.b / ) et biologie moléculaire (chapitre I §II.1.d / ) nécessitent une 
harmonisation des protocoles et une étude d’applicabilité aux matrices environnementales. 
Dans cette optique, il a donc été entrepris de comparer des méthodes de bactériologie, ainsi 
que des méthodes de biologie moléculaire, avec comme objectif la quantification des NTM 
dans des échantillons environnementaux. Ainsi, le présent chapitre est organisé en trois 
parties présentées sous formes de trois articles. Deux de ces articles sont parus dans le journal 
Applied Environmental Microbiology, et le troisième a été soumis au journal Canadian 
Journal of Microbiology. 
Article  Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron et F.S. Lucas (2010). 
Comparison of culture methods for isolation of nontuberculous mycobacteria from surface 
waters. Applied and Environmental Microbiology 76(11): 3514-3520 (doi: 
10.1128/AEM.02659-09). 
Dans ce papier, les méthodes d’isolement des NTM, telles que les décontaminations 
chimiques et/ou les utilisations d’antibiotiques dans le milieu de culture ont été comparées sur 
des échantillons d’eau de surface, (i) pour étudier leur impact sur les microorganismes 
interférents et sur des échantillons d’eau de surface artificiellement inoculés par M. chelonae 
et M. avium, (ii) pour étudier l’impact sur des NTM à croissance rapide et lente (chapitre II 
§II.1 / article ). Ces espèces ont été choisies comme modèles de FGM et de SGM présentant 
des incidences humaines importantes en France (Figure 3) et à l’étranger (Figure 4). 
Article  Radomski N., F.S. Lucas, R. Moilleron, E. Cambau, S. Haenn et L. Moulin (2010). 
Development of a real-time qPCR method for detection and enumeration of Mycobacterium 
spp. in surface water. Applied and Environmental Microbiology 76(21): 7348-7351 (doi: 
10.1128/AEM.00942-10). 
Du fait de la présence en grande nombre de microorganismes interférents dans les 
échantillons de l’environnement et du fait des croissances lentes de nombreuses NTM, il nous 
a semblé judicieux de développer une technique de quantification moléculaire qui 
s’affranchisse des biais culturaux. Afin de développer une méthode de quantification des 
mycobactéries par PCR en temps réel qui soit, à la fois, spécifique et sensible dans les 
échantillons environnementaux, des comparaisons de la spécificité et de la sensibilité de 
couples d’amorces PCR de la littérature, ont été entreprises in silico et in vitro. La nouvelle 
méthode développée a été comparée à deux méthodes existantes n’ayant jamais fait l’objet 
d’une vérification in vitro. La spécificité et la sensibilité de ces méthodes ont été évaluées 
respectivement avec un souchier de microorganismes interférents isolés de la Seine et 
identifiés par séquençage de l’ARNr 16S ou 28S, et un souchier de NTM isolées de la Seine 
et identifiées par séquençage de l’ARNr 16S et du gène hsp65. Ces deux collections ont été 
complétées avec des microorganismes de référence issus de collections internationales 
(chapitre II § II.2 / article ). 
Article  Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron et F. Lucas (2010). 
Effective DNA extraction method for quantification of Mycobacterium spp. in surface water 
by real-time PCR. (soumis à Canadian Journal of Microbiology). 
Dans ce papier, la méthode d’extraction d’ADN a été optimisée en vue de quantifier les 
NTM par PCR en temps réel dans les échantillons environnementaux. Des combinaisons de 
protocoles de lyse et de purification ont été comparées à partir d’échantillons d’eau de la 
Seine, artificiellement inoculés par M. chelonae, dans l’objectif de déterminer la méthode 
d’extraction d’ADN permettant de récupérer le plus d’ADN mycobactérien, tout en éliminant 
les inhibiteurs de PCR de la matrice environnementale (chapitre II §II.3 / article ). 
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La méthode de PCR en temps réel est basée sur le principe la PCR découvert en 1987 
par Kary Mullis, qui permet de détecter des régions nucléotidiques particulières par 
amplification exponentielle. La PCR classique est une analyse non quantitative en point final 
qui détecte l’absence ou la présence d’une région nucléotidique, alors que la PCR en temps 
réel est une méthode de quantification par cinétique qui suit au cours du temps le nombre de 
copies de l’élément ciblé. Pour l’ensemble des méthodes de quantification par PCR en temps 
réel, la détermination du seuil limite (CT: Cycle Threshold) permet de réaliser une droite 
d’étalonnage. Le CT correspond au cycle pour lequel l’amplification d’une cible est 
détectable, c'est-à-dire le cycle à partir duquel l’augmentation de la fluorescence est détectée. 
Plus la matrice d’ADN cible est en concentration importante avant amplification, plus le CT 
va être faible, et inversement. La réalisation de la droite d’étalonnage va passer par la 
linéarisation de l’évolution des CT d’une gamme de concentration en ADN, en fonction du 
logarithme décimal de la concentration en ADN de cette gamme (Figure 9). La limite de 
quantification base de cette méthode est la concentration minimale en ADN pour laquelle 
l’équation CT=f(log[ADN]) devient linéaire sous la forme d’une équation de type Y=aX+b. 
Effectivement, en dessous de cette concentration en ADN limite, les phénomènes 
stochastiques sont trop forts pour conserver une évolution constante du signal, l’équation est 
alors de la forme Y=aX
2
+bX+c. La limite de quantification haute de cette méthode 
correspond à la concentration en ADN maximale à partir de laquelle la phase de bruit de fond 
n’est plus assez importante pour pouvoir être correctement mesurée, c'est-à-dire pour un CT 
tendant vers zéro (Poitras et Houde 2002). 
 
Figure 9 : Réalisation d’une droite d’étalonnage de PCR en temps réel par construction de l’évolution de 
la fluorescence en fonction des CT d’une gamme de concentration en ADN (à gauche) et construction de la 
linéarisation des CT moyens en fonction du logarithme décimal de la concentration en ADN (à droite) 
Cette méthode d’étalonnage peut être utilisée pour des quantifications absolues ou 
relatives. La quantification absolue est utilisée pour des applications qui ne présentent pas de 
cible de référence avec laquelle une quantification relative serait envisageable. C’est la droite 
d’étalonnage CT=a.log[ADN]+b extrapolée de la partie linéaire de la courbe de linéarisation 
(Figure 9) qui permet de calculer la concentration de la cible dans l’échantillon. Il est à noter 
que l’ordonnée à l’origine b n’a qu’une signification mathématique, car elle est issue d’une 
régression linéaire de la droite d’étalonnage. Cette droite d’étalonnage permet aussi de 
calculer l’efficacité (Ef: efficiency) Ef=10(-1/a), qui est la proportion d’ADN cible se 
dupliquant à chaque cycle, c'est-à-dire la proportion de cibles détectées par la méthode. 
Expérimentalement, une efficacité entre 0,8 et 1 est bonne, car cela signifie qu’entre 80 et 
100 % des cibles sont détectées. La quantification absolue ne prend pas en compte 
d’éventuelles inhibitions de PCR qui peuvent avoir lieu dans une matrice naturelle, car la 
gamme d’étalonnage n’est pas réalisée dans une matrice équivalente à la matrice d’étude. La 
quantification relative de gènes de référence, dont la concentration est connue, en parallèle de 
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la quantification de la cible, permet de tenir compte des phénomènes d’inhibition de PCR de 
la matrice, qui affecteraient de la même façon la cible et la référence. Il existe cinq principes 
de PCR en temps réel (Poitras et Houde 2002). 
 Intercalent SYBRTM Green I 
La PCR en temps réel utilisant l’intercalant d’ADN SYBRTM Green I comme agent 
fluorescent, est le principe le plus simple car il ne repose que sur le choix d’amorces 
d’amplification spécifiques. Le SYBRTM Green I est souvent utilisé car il est plus sensible que 
les autres intercalants d’ADN comme le bromure d’éthidium, le YO-PRO-1 et le Hoescht 
33258 qui se fixe au sillon mineur de l’ADN. Lors de la réaction d’amplification par PCR, le 
SYBR
TM
 Green I non intercalé à l’ADN exhibe peu de fluorescence, puis durant l’étape 
d’élongation, une augmentation de la fluorescence suit la quantité d’intercalant se fixant à 
l’ADN double brin naissant. Ainsi, après hybridation des amorces PCR (à environ 50-60°C), 
l’augmentation du signal de fluorescence est mesurée pendant l’étape d’élongation (à environ 
60-70°C) et l’émission fluorescente décroît complètement lorsque l’ADN est dénaturé (à 
environ 90°C) au cycle suivant (Figure 10). 
 
Figure 10 : Conditions et déroulement des étapes de dénaturation (a), d’hybridation des amorces PCR (b) 
et d’élongation (c) de la PCR en temps réel basée sur l’utilisation du fluorochrome intercalant d’ADN 
SYBR
TM
 Green I (Poitras et Houde 2002) 
La spécificité de cette technique est évaluée par construction de la courbe de fusion. 
Cette courbe de fusion est la dérivée de la fluorescence mesurée par rapport au temps (dF/dt) 
représentée en fonction de la température. Pour une amplification spécifique ne produisant 
d’un seul amplicon, la courbe de fusion ne présentera qu’un seul pic. La zone dF/dt = 0 de la 
courbe de fusion, représente l’augmentation constante au cours du temps de la fluorescence 
pendant l’intercalement du SYBRTM Green I aux amplicons néoformés. Le pic de la courbe de 
fusion représente la chute de fluorescence observée lorsque la dénaturation atteint la 
température de dissociation de l’unique amplicon produit. Ainsi, si des amplicons différents 
des amplicons cibles sont produits, il sera observé d’autres pics à des températures de fusion 
(Tm: melting temperature) différentes. Ceci pourrait être le cas lors de production de dimères 
d’amorces non détectables en PCR classique. 
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 Hydrolyse de sonde TaqManTM 
Le principe de la PCR en temps réel TaqMan
TM
 fait intervenir une sonde nucléique 
hybridée au produit d’amplification en plus des deux amorces PCR. Le principe de détection 
de l’amplification est basé sur l’activité 5’-exonucléasique de la Taq polymérase qui 
hydrolyse la sonde hybridée durant l’étape d’hybridation/extension de la PCR. Un 
fluorochrome émetteur, comme la 6-carboxyfluorescéine (FAM: 6-carboxy fluorescein), est 
fixé à l’extrémité 5’ de la sonde d’hybridation et son émission est inhibée par un second 
suppresseur fluorescent à l’extrémité 3’, comme la 6-carboxy-tétraméthylrhodamine 
(TAMRA: 6-carboxy-tetramethylrhodamine) ou un suppresseur non-fluorescent comme le 
BHQ® (black hole quencher®). Etant stimulé, le fluorochrome émetteur transfère son énergie 
au fluorochrome suppresseur voisin par le principe du transfert d'énergie entre molécules 
fluorescentes (FRET: fluorescence resonance energy transfer) qui dissipe cette énergie sous 
forme de chaleur au lieu d’émettre de la fluorescence. Ainsi de la fluorescence est émise 
lorsque le fluorochrome suppresseur est trop éloigné du fluorochrome émetteur, c'est-à-dire 
lorsqu’à partir de l’une des amorces PCR, la Taq polymérase hydrolyse la sonde hybridée à 
chaque cycle d’amplification PCR (Figure 11). La conception de la sonde TaqManTM 
nécessite les contraintes de développement suivantes : 1/ avoir un Tm de 5 à 10°C au dessus 
du Tm des amorces, afin qu’après la dénaturation (à environ +95°C), cette sonde s’hybride (à 
environ +70°C) avant les amorces PCR (à environ +60°C) dans le but d’être hydrolysée par la 
Taq polymérase (à environ +60°C) provenant de l’amorce PCR hybridée sur le même brin 
d’ADN ; 2/ avoir une longueur de 20 à 40 nucléotides pour respecter le principe FRET ; 3/ 
avoir un contenu en G-C de 40-60 % ; avoir un A, un C ou un T à l’extrémité 5’ parce qu’un 
G supprime la fluorescence de l’émetteur même après clivage ; 4/ ne contenir aucun patron de 
séquence répétée ; 5/ ne contenir aucune séquence permettant une hybridation ou un 
chevauchement avec les amorces ; 6/ utiliser des fluorochromes émetteurs distincts liés à des 
sondes différentes lors de développements multiplexes. 
 
Figure 11 : Conditions et déroulement des étapes de dénaturation (a), d’hybridation des sondes, 
d’hybridation des amorces PCR (b) et d’élongation (c) de la PCR en temps réel basée sur l’utilisation 
d’une sonde TaqManTM (Poitras et Houde 2002) 
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 Hybridation à deux sondes 
L’hybridation à deux sondes repose sur l’utilisation de deux sondes linéaires 
complémentaires à la séquence cible pour maximiser la spécificité du signal. L’une des 
sondes est bloquée à son extrémité 3’ afin de prévenir son extension durant l’étape 
d’élongation, et transporte en 3’ un fluorochrome donneur : l'isothiocyanate-5 de fluorescéine 
(FITC: fluorescein isothiocyanate-5) qui produit une lumière fluorescente verte après 
excitation. L’autre sonde transporte en 5’ un fluorochrome accepteur Red 640 ou Red 705. 
Les deux sondes sont arrangées en tête-à-queue et espacées de 10 nucléotides, afin que 
pendant l’hybridation le principe FRET permette au fluorochrome donneur émettant une 
fluorescence verte d’exciter le fluorochrome accepteur dont l’émission fluorescente rouge est 
détectée. La fluorescence rouge émise est alors proportionnelle à la quantité d’ADN cible 
amplifiée (Figure 12). La conception des deux sondes nécessite les contraintes de 
développement suivantes : 1/ les contraintes de conception d’une sonde TaqManTM doivent 
être respectées ; 2/ la séquence cible doit être localisée vers l’extrémité 3’ de l’amplicon ; 3/ 
les Tm des deux sondes doivent être similaires. 
 
Figure 12 : Déroulement des étapes de dénaturation (a), d’hybridation des sondes et amorces PCR (b) et 
d’élongation (c) de la PCR en temps réel basée sur l’hybridation à deux sondes (Poitras et Houde 2002) 
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 Balise moléculaire (Molecular BeaconTM) 
Cette balise moléculaire est dessinée en épingle à cheveux via des extrémités 
complémentaires et comprend en son centre la séquence complémentaire de la cible amplifiée 
à détecter. La balise moléculaire est encore plus spécifique que les sondes linéaires, car la 
balise moléculaire favorise surtout la formation de l’épingle à cheveux sauf en cas 
d’hybridation parfaite des séquences. Un émetteur fluorescent FAM, TAMRA, la tetra-
chloro-6-carboxyfluorescéine (TET: tetra-chloro-6-carboxyfluorescein) ou la carboxy-X-
rhodamine (ROX: carboxy-X-rhodamine) et le suppresseur 4-(4’-diméthylamino-phenylazo)-
benzène (DABCYL: 4-(4’-dimethylamino-phenylazo)-benzene) sont fixés à chacune des 
extrémités de la balise, respectivement en 5’ et 3’. Ce quencheur non fluorescent capte 
l'énergie dégagée par le rapporteur et le restituent, non pas sous forme de lumière visible 
comme c’est le cas pour la PCR en temps réel TaqmanTM, mais sous forme de rayonnement 
infra-rouge. A l’étape de dénaturation, la balise moléculaire est sous forme relaxée et la 
proximité des fluorochromes permet l’inhibition de la fluorescence. Ensuite lors de 
l’hybridation des amorces PCR et de la balise, l’émetteur et le suppresseur sont tellement 
éloigné que la fluorescence de l’émetteur ne peut plus être inhibée par le suppresseur sur le 
principe du FRET. A l’étape de polymérisation, la balise moléculaire retourne en solution 
sous forme d’épingle à cheveux (Figure 13). La conception d’une balise moléculaire nécessite 
les contraintes de développement suivantes : 1/ les contraintes de conception des sondes 
TaqMan
TM
 doivent être respectées ; 2/ le tronc de la balise doit être court afin d’éviter 
l’éloignement entre l’émetteur et le suppresseur et un bruit de fond important ; 3/ les forces 
d’hybridation du tronc de la balise doivent être limitées pour que celle-ci puisse s’hybrider 
correctement à la cible et émettre de la fluorescence. 
 
Figure 13 : Déroulement des étapes de dénaturation (a), d’hybridation des sondes et amorces PCR (b) et 
d’élongation (c) de la PCRq en temps réel par balise moléculaire (Poitras et Houde 2002) 
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 Amorces scorpion (scorpion primerTM) 
L’amorce scorpion est encore plus efficace que les sondes linéaires et que la balise 
moléculaire, en particulier pour le programme d’amplification à cycle court. L’amorce 
scorpion est une balise moléculaire présentant à son extrémité 3’ un bloqueur de 
polymérisation de la sonde comme l’éthylène glycol lourd (HEG: heavy ethylene glycol), 
suivi de l’amorce PCR antisens. Cela permet d’intégrer à l’amplicon, l’amorce scorpion à 
chaque cycle d’amplification. A l’étape de dénaturation, l’amorce scorpion est sous forme 
relaxée et la proximité des fluorochromes permet l’inhibition de la fluorescence. Après 
l’hybridation de l’amorce scorpion et de l’amorce anti-sens, la polymérisation a lieu. En suite, 
après une nouvelle étape de dénaturation, une étape d’hybridation de la partie balise 
moléculaire de l’amorce scorpion à la séquence cible complémentaire, permet à l’amorce 
scorpion de prendre une conformation linéaire, provoquant l’émission de fluorescence sur le 
principe du FRET (Figure 14). La conception d’une amorce scorpion nécessite de respecter 
les contraintes de conception des sondes TaqMan
TM
 et des balises moléculaires. 
 
Figure 14 : Déroulement des étapes de dénaturation (a), d’hybridation des amorces PCR (b), d’élongation 
(c), de dénaturation secondaire (d) et d’hybridation de la balise moléculaire (e) de la PCR en temps réel 
par amorce scorpion (Poitras et Houde 2002) 
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II / Travaux entrepris 
II.1 / Comparaison des méthodes de culture pour l’isolement des mycobactéries 
non-tuberculeuses dans les eaux de surface (publié en mars 2010 dans Applied and 
Environmental Microbiology) 
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II.2 / Développement d’une méthode de PCR en temps-réel pour détecter et 
énumérer Mycobacterium spp. dans l’eau de surface (publié en septembre 2010 
dans Applied and Environmental Microbiology) 
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II.3 / Méthode efficace d’extraction de l’ADN en vue d’une quantification par PCR 
en temps-réel de Mycobacterium spp. dans l’eau de surface (soumis en octobre 2010 
à Canadian Journal of Microbiology) 
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III / Conclusion 
La comparaison des méthodes de bactériologie (chapitre II §II.1 / article ) nous a 
permis de sélectionner celle étant la moins létale pour les NTM, tout en présentant une 
efficacité comparable aux autres méthodes concernant la diminution de la densité des 
microorganismes interférents. Cette méthode a permis d’isoler de l’eau de la Seine différentes 
espèces de NTM et semble intéressante dans un but d’isolement et d’identification d’espèces 
communes à croissance rapide, en particulier l’espèce M. chelonae. Elle pourrait, par 
exemple, servir pour des études physiologiques et écologiques de NTM à croissance rapide 
qui semblent facilement isolées de nos échantillons d’eau de Seine. Néanmoins, cette méthode 
bactériologique n’a pas permis de quantifier ces NTM à croissance rapide, ni d’isoler des 
NTM à croissance lente en raison de la présence de microorganismes interférents présentant 
une croissance plus rapide. Ainsi, le développement d’une méthode de biologie moléculaire 
nous a paru plus judicieux pour évaluer les sources de NTM dans les bassins versants, en 
particulier dans les environnements aquatiques. Le développement d’une nouvelle technique 
de PCR temps réel (chapitre II §II.2 / article ) et l’optimisation des techniques d’extraction 
de l’ADN mycobactérien (chapitre II §II.3 / article ) nous offre désormais les outils 
nécessaires pour atteindre cet objectif. 
Cependant, il est à noter que les densités de NTM mesurées seront sous-estimées dans le 
chapitre III, car au maximum 33 % de l’ADN mycobactérien de l’échantillon est détectable en 
utilisant la méthode d’extraction d’ADN sélectionnée, combinée à la méthode de PCR en 
temps réel développée (chapitre II §II.2 / article  et chapitre II §II.3 / article ). Dans un 
objectif d’efficacité de quantification dans une matrice environnementale, l’étape d’extraction 
de l’ADN mycobactérien s’est avérée plus limitante que l’étape de quantification de l’ADN 
extrait par PCR en temps réel. Par ailleurs, la méthode développée de quantification en temps 
réel est plus spécifique que celles utilisées jusqu’alors et permet des quantifications à partir de 
125 copies de génome dans l’ADN extrait, soit 250 copies de génomes suivant le protocole 
utilisé pour les études qui seront présentées dans le chapitre III. Toutefois, cette méthode ne 
peut pas détecter certaines espèces de NTM comme M. arupense, M. gadium, M. lentiflavum, 
M. nonchromogenicum, M. psychrotolerans, M. szulgai et M. tusciae. Des améliorations, tant 
sur le plan de l’extraction que sur la sensibilité de la méthode PCR, restent à entreprendre. 
Néanmoins, la méthode de quantification moléculaire proposée est pour l’instant le seul outil 
à disposition, d’autant que sa spécificité de 100 % est cruciale pour des échantillons de 
l’environnement riches en AFB. Il est à noter que la méthode d’extraction d’ADN utilisée 
pour étudier les sources des NTM dans l’environnement n’a été retenue que sur la base de 
comparaisons (chapitre II §II.3 / article ) effectuées sur des échantillons d’eau de surface 
articficiellement contaminés. Ainsi l’estimation de la justesse des résultats de quantification 
des NTM dans les sols devrait s’accompagner d’une estimation de l’efficacité de la méthode 
d’extraction employée. Par ailleurs, il serait interessant d’explorer d’autres voies 
d’amélioration de la limite de quantification des NTM dans les échantillons de 
l’evironnement. Par exemple l’utilisation des antibiotiques PANTA (chapitre II §II.1 / 
article ) dans des milieux de culture liquides permettrait de sélectionner partiellement les 
NTM et la confirmation de leur présence dans ces cultures par PCR en temps réel (chapitre II 
§II.2 / article  et chapitre II §II.3 / article ) permettrait de mettre en place une méthode 
d’estimation de leur quantité sur la base du nombre le plus probable (MPN: most probable 
number). 
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I / Introduction 
Aucunes des méthodes de culture des NTM que nous avons comparées n’a permis de 
les quantifier dans l’eau de surface en raison de la croissance de microorganismes interférents 
(chapitre II §II.1 / ). Nous avons donc utilisé la méthode de quantification très spécifique de 
PCR en temps réel que nous avons développée (chapitre II §II.2 / ), ainsi que la méthode 
d’extraction d’ADN la plus efficace (chapitre II §II.3 / ), afin de rechercher les sources 
ponctuelles et diffuses de NTM dans les bassins versants. L’état de l’art sur les sources 
environnementales de NTM (chapitre I §III / ), nous a indiqué que les densités de NTM dans 
les WWTP n’ont que très peu été étudiées en raison de l’absence d’outils de quantification 
(chapitre I §III.1 / ), les eaux usées et rejets de WWTP ont été sélectionnées comme source 
ponctuelle potentielle en temps sec. Pour la même raison méthodologique, les densités de 
NTM dans les sols (chapitre I §I.3.a / ) et dans les eaux de surface pendant des événements 
pluvieux (chapitre I §III.2 / ) ont été très peu étudiés, nous avons donc exploré ces sources 
diffuses potentielles, en échantillonnant des sols urbains, péri-urbains et ruraux et en 
explorant l’impact de plusieurs affluents sur la qualité de la Marne en temps sec et lors d’un 
évènement pluvieux. Ainsi, le présent chapitre est structuré sous la forme de trois articles. 
L’article sur les densités de NTM dans les eaux usées est sous presse dans le journal 
Environmental Science and Technology, et les deux n’ont pas encore été soumis. 
Article  Radomski N., L. Betelli, R. Moilleron, S. Haenn, L. Moulin, E. Cambau, 
V. Rocher, A. Gonçalves et F.S. Lucas (2010). Mycobacterium behavior in wastewater 
treatment plant during dry weather, a bacterial model distinct from Escherichia coli and 
Enterococcus. (soumis à Environmental Science and Technology). 
Dans ce papier concernant une source ponctuelle potentielle, la densité de NTM a été 
mesurée en amont et en aval des étapes de traitement par décantation physico-chimique et 
filtration biologique de la WWTP Seine Centre à Colombes en temps sec, dans l’objectif de 
définir le comportement des NTM en regard d’indicateurs microbiologiques de contamination 
fécale tels que E. coli et les entérocoques intestinaux, et d’indicateurs physico-chimiques 
classiquement suivis (chapitre III §II.1 / article ). 
Article  Radomski, N., E. Cambau, F.S. Lucas, S. Haenn, R. Moilleron, A. Pruden, 
J.O. Falkinham III et L. Moulin (2010). Factors affecting the mycobacteria densities in soils. 
Les études des NTM dans les sols ayant toujours porté sur des sols particuliers, nous 
proposons dans ce papier d’étudier leur densité dans une large gamme de sols et de 
caractériser ces derniers, en particulier leur concentration en métaux qui reste peu associée au 
mycobactéries dans la littérature, en vue de déterminer les facteurs conditionnant la densité 
des NTM dans les sols (chapitre III §II.2 / article ). 
Article  Radomski, N., E. Cambau, S. Haenn, L. Moulin, R. Moilleron et F.S. Lucas (2010). 
Mycobacteria density decreases in surface water of urban, peri-urban and rural areas during 
storm weather. 
Tout comme observé pour les sols, la littérature décrit la présence de NTM dans l’eau 
de différentes origines sans comparer ces dernières entre elles. De plus certaines données nous 
indiquent que la présence de NTM dans les eaux de surface est significativement plus élevée à 
la suite d’événements pluvieux consécutifs. Dans l’objectif d’étudier indirectement l’impact 
de l’eau de ruissellement, nous proposons dans cet article de mesurer au cours d’un 
événement pluvieux et en temps sec la densité de NTM dans l’eau de surface de la Marne et 
de ces affluents majeurs qui traversent des zones péri-urbaines ou rurales (chapitre III §II.3 / 
article ). 
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II / Travaux entrepris 
II.1 / Le comportement de Mycobacterium dans une station d’épuration par temps 
sec : un modèle bactérien distinct de Escherichia coli et entérocoques intestinaux 
(sous presse depuis avril 2011 dans Environmental Science and Technology) 
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II.2 / Facteurs conditionnant les densités de mycobactéries dans les sols 
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II.3 / Impact du ruissellement en zones urbaines, péri-urbaines et rurales pendant 
des épisodes pluvieux sur la quantité de mycobactéries dans l’eau de surface 
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III / Conclusion 
L’étude de la WWTP de Seine-Centre en temps sec a permis de confirmer que l’eau 
usée est bien une source ponctuelle de NTM et que la station étudiée semblait ne pas rejeter 
de NTM détectables dans l’eau de surface (chapitre III §II.1 / article ). En effet, les NTM 
ont atteint 5,52×10
5
±3,97×10
5
 copies/L dans l’eau en entrée de WWTP (84 % d’échantillons 
positifs) et n’ont pas été détectées dans l’eau en sortie de WWTP après décantation physico-
chimique et biofiltration. Par ailleurs, cette étude a permis d’estimer la densité de NTM à 
1,04×10
6
 ±1,75×10
6
 copies/g dans les boues de cette WWTP (50 % d’échantillons positifs). 
Ces boues sont en l’occurrence incinérées par cette WWTP et ne semblent donc pas présenter 
de risques infectieux. Néanmoins, ce résultat souligne que l’étude des NTM dans les filières 
de traitement des boues de WWTP est nécessaire pour assurer l’élimination de ces 
microorganismes potentiellement pathogènes avant épandage des boues traitées sur les sols 
ruraux. De plus, le comportement des NTM s’est avéré hydrophobique a contrario des 
indicateurs fécaux E. coli et entérocoques intestinaux dont les comportements étaient 
respectivement hydrophile et intermédiaire. Effectivement, la plupart des NTM (98±2 %, 
correspondant à 2,45±0,78 log10) ont été éliminées par décantation physico-chimique et les 
NTM restantes (0,74×10
4
 ±1,40×10
4
 copies/L) ont été éliminées par biofiltration (53 % 
d’échantillons positifs). Même si les densités de NTM mesurées furent significativement 
inférieures aux densités de ces indicateurs fécaux, ces derniers ne semblent donc pas 
permettre de prédire le comportement des NTM en WWTP. Par ailleurs, il est probable que 
des NTM soient rejetées dans les eaux de surface lorsque les WWTP ne peuvent pas traiter 
complètement les eaux usées en raison de débits trop forts comme aux cours d’évènements 
pluvieux intenses. 
Concernant les études indirectes de l’impact du ruissellement, la nature du sol (chapitre 
III §II.2 / article ) ainsi que l’effet de dilution des NTM dans les eaux de surface provoqué 
par les événements pluvieux (chapitre III §II.3 / article ) semblent affecter les densités de 
NTM dans les eaux de surface. Ainsi, les densités de NTM les plus importantes ont été 
mesurées dans des sols de forêts tourbeuses (9,27×10
4
±5,00×10
4
 copies/g sec) et dans des sols 
faiblement urbanisés proches de marécages côtiers (1,71×10
6
±2,85×10
6
 copies/g sec), alors 
qu’aucune NTM n’a été détectée dans les autres types de sols testés (chapitre III §II.2 / article 
). Les NTM détectées dans les sols péri-urbains pourraient soit être présentes et se 
développer dans ce type de sol, soit provenir des marais côtiers via le ruissellement et 
contaminer sporadiquement ces sols péri-urbains. Les sols forestiers et marécageux 
sembleraient donc être propices au développement des NTM et c’est en ce sens qu’ils 
pourraient être considérés comme des habitats naturels de NTM présentant des valeurs faibles 
de pH et des teneurs fortes en humidité, matière organique et fer. Lors d’évènements 
pluvieux, les sols ruraux avec de l’élevage, ou bien des sols forestiers et marécageux peuvent 
impacter les eaux de surface via le ruissellement. Toutefois, l’étude qui a estimé la densité de 
NTM à 2,16×10
5
±2,36×10
5
 copies/L dans environ 20 % des échantillons d’eau de surface de 
la Marne et de ces affluents majeurs en temps sec et pendant un événement pluvieux, a 
démontré des apports à la fois de zones rurales et forestières et des apports d’un affluent (le 
Morbras) qui présente dans sa partie aval des zones péri-urbaines fortement urbanisées et des 
zones d’agriculture dans sa partie amont (chapitre III §II.3 / article ). Le Morbras est 
globalement de mauvaise qualité écologique et microbiologique, essentiellement impacté par 
des rejets urbains de temps de pluie, le réseau étant unitaire à 20 %. Toutefois il existe de 
nombreux mauvais raccordements entre le réseau pluvial et le réseau d’eaux usées, ces eaux 
usées non traitées pouvant constituer une source comme nous l’avons vu avec les eaux en 
entrée de la WWTP Seine-Centre. 
Contrairement à l’estimation de la densité de NTM dans l’eau usée (chapitre III §II.1 / 
article ), l’évaluation de cette densité dans l’eau de ruissellement ne peut pas se faire 
directement sur les prélèvements en raison de la difficulté d’échantillonnage. Aussi nous 
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avons opté pour une estimation de l’impact des ruissellements en passant par l’estimation de 
la densité des NTM dans l’eau de surface par temps de pluie. Concernant les NTM, il est 
apparu que la pluviométrie et la durée de l’événement expliquaient la diminution du nombre 
de NTM détectées dans l’eau de surface au cours d’événements pluvieux (chapitre III §II.3 / 
article ). Ainsi, les ruissellements des zones péri-urbaines et rurales ne semblent pas 
augmenter la densité de NTM dans l’eau de surface en raison d’un phénomène de dilution 
(chapitre III §II.3 / article ). Ces études constituent une première approche, qui demanderait 
à être confirmée par des échantillonnages supplémentaires lors de plusieurs évènements 
pluvieux, et d’échantillonner des eaux de ruissellement provenant de sols naturellement riches 
en mycobacteries afin de valider ces hypothèses. 
De façon générale, les incertitudes de mesures présentées précédemment et estimées à 
environ 1 log sont en accord avec l’estimation du rendement d’extraction d’ADN variant de 
1 % à 33 %. Cette estimation du rendement d’extraction d’ADN est en accord avec la 
littérature (Frostegård et al. 1999). Toujours en accord avec la littérature (chapitre I§I.3.a / et 
I.3.b / ), la distribution des NTM dans l’environnement est apparue quantitativement faible 
avec environ 19 % des prélèvements positifs au total (n=238), mais qualitativement très 
diversifiée de par la nature variable des échantillons positifs. Cette diversité des sources 
probables des NTM pourrait signifier que certaines d’entre elles sont spécifiques de certaines 
espèces. De plus, l’existence d’espèces saprophytes et d’espèces pathogènes, souligne que le 
développement de méthodes distinguant les espèces de NTM permettrait de déterminer si les 
sources des NTM sont caractéristiques de certaines espèces. Néanmoins, la diminution de la 
limite de quantification de la méthode employée semble être la priorité. Effectivement, en 
accord avec l’estimation de la limite de quantification de la méthode de PCR en temps réel 
développée (chapitre II §II.2 / article ) et du rendement d’extraction d’ADN mycobactérien 
de la procédure sélectionnée (chapitre II §II.3 / article ), la distribution gaussienne de la 
proportion d’échantillons positifs en fonction de la concentration en NTM mesurée, souligne 
une limite de quantification d’environ 3 log avec, en de rares occasions, des estimations à 
environ 2 log (Figure 15). Ainsi, après diminution de la limite de quantification il serait 
possible d’étudier plus spécifiquement la capacité de multiplication des NTM dans l’eau et le 
sol. Ceci pourrait être effectué en quantifiant l’évolution d’un plasmide instable à chaque 
multiplication comme cela a été récemment proposé pour étudier la réplication de 
M. tuberculosis (Gill et al. 2009). 
 
Figure 15 : Distribution des échantillons quantifiables (19 %) en fonction de leurs concentrations en 
mycobactéries, estimées par PCR en temps réel dans l’ensemble des prélèvements (47 positifs sur 238) 
  
« Un expert est une personne qui a fait toutes les erreurs qui peuvent 
être faites dans un domaine très étroit » 
Niels Bohr 
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I / Introduction 
L’état de l’art sur les mycobactéries dans les bassins versants, nous indique qu’une 
multitude d’outils analytiques est à notre disposition pour étudier les NTM dans 
l’environnement par bactériologie, biochimie, biologie moléculaire et physico-chimie 
(chapitre I §II / ). Néanmoins, ces outils analytiques de détection, de quantification (chapitre I 
§II.1 / ), d’identification (chapitre I §II.2 / ) et de caractérisation (chapitre I §II.3 / ) ne 
permettent pas de répondre aux mêmes objectifs (chapitre I §II / ) et ne sont pas tous 
applicables en l’état à des échantillons de l’environnement en raison de leurs degrés de 
spécificité, de sensibilité, d’efficacité et de reproductibilité (chapitre II §II.1 / , §II.2 / et §II.3 / 
). Il a donc été entrepris d’explorer de nouvelles voies d’amélioration des stratégies et outils 
d’étude des NTM dans l’environnement. Le présent chapitre est organisé en deux parties 
présentées sous formes d’articles. Le premier de ces articles est un chapitre de livre publié 
dans Current Research, Technology and Education Topics in Applied Microbiology and 
Microbial Biotechnology, et le second n’a pas encore été soumis à publication. 
 
Article  Radomski N., R. Moilleron, F.S. Lucas et J.O. Falkinham III (2011). Challenges in 
environmental monitoring of pathogens: Case study in Mycobacterium avium. A. Méndez-
Vilas Eds. Badajoz, Current Research, Technology and Education Topics in Applied 
Microbiology and Microbial Biotechnology. 2(2): 1551-1561 (ISBN 13: 978-84-614-6195-0). 
 
Dans ce chapitre de livre, l’applicabilité et l’intérêt des méthodes analytiques de suivi 
dans l’environnement des NTM (chapitre I §II / ), en particulier la plus responsable de 
pathologies chez l’homme : M. avium (chapitre I §I.2.c / ), sont comparées dans l’objectif de 
proposer un schéma dichotomique de décision des outils à mettre en œuvre en vue de 
surveiller ce microorganisme pathogène dans l’environnement en fonction du panel de 
méthodes analytiques proposé dans la littérature (chapitre IV §II.1 / article ). 
 
Article  Radomski N., F. Veyrier, E. Cambau, R. Moilleron, L. Moulin, M.A. Behr, 
F.S. Lucas (2010). New strategy for in silico identification of exclusively conserved 
sequences in Mycobacterium spp. genomes. 
 
Les cibles moléculaires de détection des mycobactéries avaient été proposées sur la base 
des connaissances des gènes rrs, gyrA, gyrB, hsp65, recA, rpoB, sodA et de l’ITS 16S-23S, 
qui étaient et sont encore utilisés dans des objectifs d’identification. Cependant, ces cibles 
moléculaires sont soit très sensibles mais peu spécifiques, soit très spécifiques mais peu 
sensibles (chapitre II §II.2 / ). En conséquence, nous proposons dans cet article une nouvelle 
stratégie in silico d’identification de protéines conservées exclusivement au sein des génomes 
mycobactériens dans un objectif de développement d’outils moléculaires totalement sensibles 
et spécifiques (chapitre IV §II.2 / article ). 
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II / Travaux entrepris 
II.1 / Les défis de la surveillance des pathogènes environnementaux : Etude de cas 
de Mycobacterium avium (publié en décembre 2010 dans Current Research, 
Technology and Education Topics in Applied Microbiology and Microbial 
Biotechnology) 
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II.2 / Nouvelle stratégie d’identification in silico de séquences conservées 
exclusivement dans les génomes de Mycobacterium spp. 
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III / Conclusion 
Même si M. avium est l’espèce la plus étudiée des NTM en raison de sa pathogénicité et 
son occurrence, le schéma dichotomique de décision des outils analytiques à mettre en œuvre 
en vue de surveiller M. avium dans l’environnement a permis de souligner le manque d’outils 
de détection, de quantification, et de caractérisation des populations de cette espèce (chapitre 
IV §II.1 / article ). Effectivement, la surveillance de M. avium dans l’environnement a 
historiquement été réalisée par des outils de détection par bactériologie, ainsi que des outils de 
caractérisation des souches isolées par sérologie, enzymologie et plus récemment par biologie 
moléculaire (chapitre I §II / et Annexe 1). Par conséquent, l’avenir de l’étude de M. avium 
dans l’environnement réside dans le développement et l’application de méthodes moléculaires 
(chapitre II §II.2 / article ) de détection, de quantification et de caractérisation des 
populations, qui s’affranchissent des biais engendrés par les méthodes de culture 
conventionnelles (chapitre II §II.1 / article ). Néanmoins, il est à souligner que, comme 
observé au cours de la détection du genre Mycobacterium dans des échantillons 
environnementaux par biologie moléculaire (chapitre III §II.1 / article , §II.2 / article  et 
§II.3 / article ), l’étape d’extraction des acides nucléiques est l’étape limitante qui 
nécessitera donc des améliorations dans le futur (chapitre II §II.3 / article ). A ce sujet, il 
doit être souligné que les faibles volumes d’eau (chapitre III §II.1 / article  et §II.3 / article 
) et les faibles quantités de sol analysés (chapitre III§II.2 / article ) ne permettent peut-
être pas d’obtenir des résultats représentatifs. Néanmoins, l’augmentation du volume d’eau et 
de la quantité de sol analysés ne permettrait pas d’améliorer cette représentativité, car ils 
engendreraient de la même façon une augmentation de la quantité d’ADN extrait qui devrait 
donc être dilué d’avantage pour lever les phénomènes d’inhibition de la PCR. Cette 
augmentation du nombre de dilutions engendrerait inexorablement une augmentation des 
erreurs de mesure. 
Le schéma dichotomique de décision des outils analytiques à mettre en œuvre en vue de 
surveiller M. avium dans l’environnement (chapitre IV §II.1 / article ) est tout à fait 
applicable à d’autres microorganismes pathogènes. Toutefois cela nécessiterait une étude 
exhaustive de la littérature à leur sujet, afin de définir clairement ce qui est de l’ordre du 
réalisable au regard des méthodes existantes. Par ailleurs, l’étude du risque que représente les 
microorganismes pathogènes de l’environnement, nécessite de pouvoir comparer les densités 
mesurées dans l’environnement aux données de doses infectieuses en tenant compte de 
l’exposition de la population. Concernant les mycobactéries, il n’existe pas actuellement de 
données sur les doses infectieuses, ni de données claires sur les facteurs de pathogénicité. Ces 
deux points doivent donc aussi être d’avantage étudiés afin de répondre au mieux à 
l’évaluation du risque que représente l’exposition environnementale aux espèces de NTM. 
En raison du développement du séquençage à haut débit, le nombre de génomes 
totalement séquencés est en constante augmentation. Ainsi, l’utilisation de ces nouvelles 
données pourrait permettre d’identifier de nouvelles cibles de détection pouvant palier les 
faibles sensibilité et spécificité des cibles proposées sur la base des connaissances de gènes 
polymorphes initialement utilisés dans un objectif d’identification (chapitre IV §II.2 / article 
). La comparaison à un génome de référence, des protéines de génomes ciblés, d’une part, 
et des protéines de génomes non-ciblés, d’autre part, pourrait passer par l’utilisation du 
logiciel MycoHit, permettant à la fois cette comparaison et le triage des protéines du génome 
de référence en fonction de requêtes de similarité vis-à-vis des autres génomes comparés. 
Dans le cas du genre Mycobacterium, cette analyse in silico a confirmé que les gènes sur la 
base desquels sont développées des méthodes de détection (gyrA, gyrB, hsp65, recA, rpoB, et 
sodA) sont conservés au sein de ce genre, mais également qu’ils sont présents sous des formes 
similaires au sein de genre non-mycobactériens apparentés comme Corynebacterium, 
Rhodococcus ou Nocardia. Cette analyse a, par ailleurs, montré que quelques protéines 
étaient exclusivement conservées dans les génomes des espèces de mycobactéries, comme, 
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par exemple, des protéines liées à la virulence telles que la synthase de l’acide mycolique 
cyclopropane (cyclopropane mycolic acid synthase: CMAS) codée par le gène cmaA1 
(cyclopropane mycolic acid A1), des protéines des familles PE et PEE codées par les gènes 
esx, et la lipoprotéine M codée par le gène lppM, ou des protéines non directement liées à la 
virulence comme les sous-unités A et C de la synthase de l’ATP, une oxydoréductase et une 
protéine de sécrétion non identifiée. Parmi les séquences ADN de ces protéines 
potentiellement caractéristiques du genre Mycobacterium, seule la sous-unité C de la synthase 
de l’ATP a permis de proposer des amorces PCR et une sonde d’hydrolyse dans un objectif de 
détection. Si la vérification de la spécificité et de la sensibilité de cette cible est établie in vitro 
(chapitre II §II.2 / article ), la stratégie in silico proposée d’identification de marqueurs 
(chapitre IV §II.2 / article ) pourrait alors être appliquée à d’autres microorganismes 
pathogènes dans un objectif de surveillance dans l’environnement (chapitre IV §II.1 / article 
). 
 
  
« Si chaque découverte entraîne plus de questions qu’elle n’en résout, 
la part d’inconnu s’accroît à mesure que nos connaissances 
augmentent » 
Pierre Vathomme 
 
  
CONCLUSION GÉNÉRALE ET 
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La comparaison des méthodes de culture des mycobactéries non-tuberculeuses (chapitre 
II §II.1 / article ), de quantification moléculaire du genre Mycobacterium (chapitre II §II.2 / 
article ) et d’extraction d’ADN mycobactérien (chapitre II §II.3 / article ), nous ont 
conduit, dans un objectif de quantification, à préférer les méthodes moléculaires aux 
méthodes par bactériologie. Effectivement, contrairement aux méthodes bactériologiques, la 
méthode de qPCR développée a permis de quantifier à la fois les mycobactéries à croissance 
rapides et lentes dans des échantillons environnementaux (chapitre II §II.2 / article ), alors 
qu’uniquement des mycobactéries à croissance rapides ont été isolées par bactériologie en 
raison de la présence de microorganismes interférents qui se développaient plus rapidement 
sur les milieux de culture que les mycobactéries à croissances lentes (chapitre II §II.1 / 
article ). De plus la détection et la quantification des mycobactéries non-tuberculeuses par 
biologie moléculaire sont beaucoup plus rapides que l’isolement des mycobactéries non-
tuberculeuses par bactériologie qui nécessite des temps de culture très importants comme 
décrit dans la discussion sur les défis de la surveillance des microorganismes pathogènes dans 
l’environnement (chapitre IV §II.1 / article ). Néanmoins il subsiste plusieurs biais avec 
cette technique de quantification moléculaire en particulier l’extraction d’ADN et la 
sensibilité de la méthode qui entrainent une sous-estimation des densités de mycobactéries 
non-tuberculeuses présentes dans les échantillons. 
Bien qu’étant la méthode la plus efficace parmi celles comparées, il s’est avéré que la 
méthode d’extraction utilisée perdait beaucoup d’ADN mycobactérien (chapitre II §II.3 / 
article ). De nombreux efforts doivent donc être mis en œuvre dans l’amélioration des 
méthodes d’extraction d’ADN dans l’environnement. En raison de la richesse lipidique de la 
paroi mycobactérienne, d’autres détergents que ceux déjà comparés et des lipases pourraient, 
par exemple, être utilisés pour déstabiliser et lyser cette dernière. Des méthodes physiques 
plus drastiques comme les chocs thermiques et les ultrasons pourraient aussi améliorer la lyse 
de la paroi mycobactérienne. Concernant la méthode de purification de l’ADN, nous avons vu 
que la méthode au phénol/chloroforme permettait de perdre moins d’ADN que la méthode sur 
membrane de silice proposée par le constructeur Mo-Bio. Cependant afin de minimiser 
l’utilisation de solvants, il pourrait être intéressant de modifier le protocole d’utilisation du kit 
d’extraction d’ADN,comme le font certains chercheurs qui augmentent le rendement 
d’extraction d’ADN trace à partir de poils ou de fécès d’espèces menacées en modifiant le 
protocole d’un kit d’extraction d’ADN vendu par Qiagen (Regnaut et al. 2005 ; Fumagalli et 
al. 2009). 
Par ailleurs, la méthode de qPCR utilisée ne permet pas de détecter toutes les espèces de 
mycobactéries non-tuberculeuses (chapitre II §II.2 / article ), et en conséquence une 
procédure de détection in silico de cibles spécifiques et sensibles a été proposée pour 
améliorer cette méthode (chapitre IV §II.2 / article ). En effet, beaucoup de cibles 
moléculaires de détection sont basées sur les connaissances des séquences de gènes de 
ménage historiquement utilisées dans des objectifs d’identification. Ainsi, la spécificité et la 
sensibilité de ces cibles ne sont que basées sur le polymorphisme de ces gènes communs aux 
organismes vivants et ne permettent donc pas aux méthodes d’être à la fois totalement 
sensibles et totalement spécifiques (chapitre II §II.2 / article ). 
Sur la base de l’augmentation du nombre de génomes totalement séquencés en raison de 
l’apparition du séquençage à haut débit, la procédure proposée d’identification de cibles de 
détection a permis de souligner que la sous-unité C de la synthase de l’adénosine triphosphate 
semble caractéristique du genre Mycobacterium (chapitre IV §II.2 / article ). Les gènes 
codant la synthase d’adénosine triphosphate codent effectivement une fonction commune aux 
êtres vivants, mais la sous-unité C, codée par l’un des gènes de cet opéron, semble 
caractéristique des mycobactéries et la composition nucléotidique du gène codant cette sous-
unité permettrait de dessiner de nouvelles amorces PCR et une nouvelle sonde afin de détecter 
ce groupe bactérien. D’autres cibles protéiques, notamment des cibles liées à la virulence, ont 
été décrites grâce à cette procédure in silico, mais elles présentaient un trop fort 
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polymorphisme nucléique pour dessiner des amorces PCR peu dégénérées (chapitre IV §II.2 / 
article ). Néanmoins, ces cibles de virulence caractéristiques des mycobactéries (synthases 
de l’acide mycolique cyclopropane codées par le gène cmaA1, protéines des familles Proline-
Glutamine et Proline-Proline-Glutamine codées par les gènes esx, et la lipoprotéine M codée 
par le gène lppM) pourraient être utilisées dans des méthodes de dosages protéiques dans le 
but de détecter le genre Mycobacterium. Des biocapteurs utilisant des anticorps spécifiques de 
ces antigènes pourraient être développés. 
L’arbre de décision sur l’adaptation des méthodes médicales aux échantillons 
environnementaux (chapitre IV §II.1 / article ) et la procédure de recherche de cibles de 
détection par comparaison des génomes (chapitre IV §II.2 / article ) pourraient aussi être 
appliqués pour la surveillance d’autres microorganismes pathogènes. La méthode de 
recherche de cibles par comparaison des génomes offre aussi des potentialités intéressantes 
pour l’écologie microbienne, notamment pour le développement d’amorces et sondes plus 
spécifiques pour certains groupes de bactéries et d’archées. Le nombre croissant de banques 
métagénomiques dans les environnements terrestres et aquatiques et le séquençage croissant 
de nouveaux génomes bactériens offrent des possibilités d’améliorer la détection des 
microorganismes dans les environnements naturelles et fabriqués par l’Homme. 
Le développement d’outils analytiques, en particulier la qPCR (chapitre II §II.2 / 
article ), a permis de montrer qu’une station d’épuration constituée d’une étape de 
décantation physico-chimique lamellaire suivie de trois étages d’épuration biologique 
(élimination du carbone, des nitrates puis des nitrites), éliminait efficacement les 
mycobactéries non-tuberculeuses de l’eau usée en temps sec (chapitre III §II.1 / article ). 
Ainsi, ce traitement est nécessaire pour préserver l’eau de surface de cette source ponctuelle 
de mycobactéries non-tuberculeuses. Dans l’objectif de compléter cette étude de station 
d’épuration (Figure 8), il serait intéressant de confirmer le modèle hydrophobe proposé 
(chapitre III §II.1 / article ) en réitérant la méthodologie que nous avons suivie sur d’autres 
stations d’épuration présentant d’autres procédés de traitement comme la décantation 
classique non physico-chimique et l’épuration biologique par boues activées. 
De plus, l’étude du comportement par temps de pluie des mycobactéries non-
tuberculeuses dans les stations d’épuration permettrait de vérifier si l’effet de dilution due aux 
eaux de pluie n’entrainerait pas une modification de l’efficacité de traitement, en particulier 
vis-à-vis des microorganismes hydrophobes comme les mycobactéries non-tuberculeuses. En 
effet, en temps de pluie la fraction attachée aux particules sédimentables augmente dans les 
eaux de surface (Krometis et al. 2007). Par ailleurs dans les réseaux unitaires, le ruissellement 
peut décrocher et remettre en suspension le biofilm et les sédiments (Gromaire et al. 2008). 
Les mycobactéries étant hydrophobes sont fortement associées à cette fraction sédimentable et 
donc leur traitement par temps de pluie par les procédés de décantation et de biofiltration sera 
dépendant du devenir des matières en suspension et des colloïdes. Au sujet de cette 
hydrophobicité, il est à noter que nos résultats suggèrent que les indicateurs conventionnels de 
contamination fécale, E. coli et Enterococcus, ne permettent pas de prédire le comportement 
des mycobactéries non-tuberculeuses dans une station d’épuration. Ce résultat suggère que la 
connaissance du comportement hydrophobe ou hydrophile des différentes espèces de 
pathogènes pourrait servir à prédire leur devenir dans les effluents de station d’épuration en se 
basant sur plusieurs organismes modèles. Par ailleurs, les fortes densités de mycobactéries 
non-tuberculeuses estimées dans les boues de station d’épuration (chapitre III §II.1 / article 
) suggèrent qu’il est nécessaire de contrôler les mycobactéries non-tuberculeuses dans les 
filières qui les traitent avant d’épandre ces dernières sur les sols des zones rurales. Cette 
investigation devrait être menée dans des zones rurales dont les sols présentent des pH faibles 
(pH 3-5) ainsi que des teneurs fortes en eau, matières organiques et fer comme cela a été 
démontré durant l’étude des sols (chapitre III §II.2 / article ). 
Du fait de la présence de mycobactéries non-tuberculeuses dans les eaux usées, les 
déversoirs d’orages peuvent constituer une source de mycobactéries non-tuberculeuses dans 
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les bassins versants lorsque des rejets urbains de temps de pluie sont déversés, la station 
d’épuration ne pouvant pas toujours traiter la totalité de l’effluent lorsque les débits sont trop 
importants (Figure 8). Nous avions réalisé une campagne d’échantillonnage au cours d’un 
orage sur le déversoir de Clichy et suivi le panache du déversement en Seine. Nos résultats 
ont montré que des mycobactéries non-tuberculeuses étaient présentent dans les rejets, 
cependant elles n’étaient pas quantifiables de façon reproductible et nos résultats n’ont donc 
pas été présentés dans ce mémoire. La représentativité d’un seul évènement pluvieux 
échantillonné et sa généralisation posent question. Il serait donc intéressant de réaliser 
plusieurs campagnes sur les déversoirs d’orage lors de forts évènements pluvieux afin de 
vérifier la contribution de cette source ponctuelle. Toutefois il est à noter que les fortes 
contraintes liées à l’échantillonnage par temps de pluie rendent rares les études sur les 
microorganismes en général et sur les mycobactéries non-tuberculeuses en particulier. 
Concernant les sources diffuses via le ruissellement (Figure 8), deux autres études ont 
concerné les sols en temps sec et les eaux de surface par temps de pluie, deux paramètres qui 
régissent l’apport de polluants dans le milieu récepteur via les ruissellements. Nos résultats 
ont montré que les sols ruraux acides probablement riches en acides humiques, comme ceux 
des forêts tourbeuses et ceux des marécages, sont propices aux mycobactéries non-
tuberculeuses (chapitre III §II.2 / article ) et que les densités de mycobactéries non-
tuberculeuses ne différaient pas entre les zones rurales, et péri-urbaines que nous avons 
échantillonnées sur le bassin versant de la Marne durant un événement pluvieux (chapitre III 
§II.3 / article ). Cependant nous avons pu montrer que certains affluents de la Marne 
présentaient des concentrations élevées en mycobactéries non-tuberculeuses qui pouvaient 
impacter la qualité de la Marne en temps sec, ces densités diminuant au cours de l’évènement 
pluvieux. D’après la littérature, les sols riches en hydrocarbures aromatiques polycycliques 
pourraient constituer une source dans les zones urbaines et péri-urbaines denses (Figure 8), 
mais aucune mycobactérie non-tuberculeuse n’a été détectée dans les sols urbains testés 
(chapitre III §II.2 / article ). Ainsi, de futures études devraient intégrer, d’une part, la 
comparaison des densités de mycobactéries non-tuberculeuses dans les sols, mais aussi la 
biodisponibilité du carbone des sources biotiques (carbone organique) et xénobiotiques 
(carbone d’hydrocarbures aromatiques polycycliques). Le phénomène de dilution des 
mycobactéries non-tuberculeuses dans les eaux de surface au cours d’événements pluvieux 
(chapitre III §II.3 / article ) montre que ces événements ne constitueraient pas des sources 
majeures de mycobactéries non-tuberculeuses. Néanmoins, il semble que ces ruissellement 
impactent beaucoup plus la densité de mycobactéries non-tuberculeuses dans les zones à 
proximité des forêts tourbeuses et de marécages (chapitre III §II.2 / article ). Dans le but 
d’apprécier directement l’apport de ruissellements en temps de pluie et de mieux quantifier les 
rejets de déversoir d’orage, il pourrait être envisagé d’utiliser des systèmes de piégeage des 
mycobactéries non-tuberculeuses en captant par exemple la matière organique au cours du 
temps avec des membranes prévues à cet effet, tout en empêchant la croissance des 
microorganismes par des systèmes réfrigérants. 
En conclusion, alors que la recherche focalise majoritairement ses efforts sur les 
microorganismes pathogènes d’origine fécale (McCarthy 2008), cette thèse a contribué à 
améliorer les connaissances d’un microorganisme pathogène d’origine non fécale et émergent, 
en particulier sa distribution dans les environnements terrestres et aquatiques naturels ou 
fabriqués par l’Homme. De plus, ces travaux ont contribué à briser certaines barrières entre la 
microbiologie clinique et environnementale. Effectivement ces domaines de la recherche 
contemporaine ne cessent de s’accroître (Buchen 2010) et deviennent un enjeu fondamental 
dans la compréhension des cycles de vie des microorganismes opportunistes dans 
l’environnement qui leur a permis d’acquérir leurs caractéristiques de virulences (Morris et al. 
2008). 
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sa
n
ce
 
S
ta
tu
t Origine Référence 
1873 M. leprae L S V Humains (Hansen 1880) 
1882 M. tuberculosis (MTC) T S V Humains (Zopf 1883) 
1889 M. smegmatis N R V Environnement (Trevisan 1889a) 
1891 M. avium ssp. avium (MAC) N S V Oiseaux (Thorel et al. 1990) 
1895 M. avium ssp. paratuberculosis (MAC) N S V Bovins (Thorel et al. 1990) 
1896 M. bovis (MTC) T S V Bovins (Karlson et Lessel 1970) 
1899 M. phlei N R V Environnement (Lehmann et Neuman 1899b) 
1903 M. chelonae N R V Poïkilothermes (Bergey et al. 1923) 
1912 M. aquae/M. gordonae N S V Environnement (Bojalil et al. 1962) 
 M. lepraemurium L S V Souris (Marchoux et Sorel 1912) 
1926 M. marinum N S V Poissons (Aronson 1926) 
1927 M. microti (MTC) T S V Animaux (Reed 1957) 
1938 M. fortuitum ssp. fortuitum (MFC) N R V Poïkilothermes (Da Costa Cruz 1938) 
1949 M. intracellulare (MAC) N S V Humains (Cuttino et McCabe 1949) 
1950 M. ulcerans N S V Humains (MacCallum et al. 1950) 
1953 M. abscessus N R V Humains (Moore et Frerichs 1953) 
1955 M. kansasii N S V Humains (Hauduroy 1955) 
1956 M. scrofulaceum N S V Humains (Prissick et Masson 1956) 
 M. paraffinicum N S P Environnement (Davis et al. 1956) 
1958 M. farcinogenes N S V Animaux (Chamoiseau 1973) 
1959 M. xenopi N S V Poïkilothermes (Schwabacher 1959) 
1960 M. salmoniphilum N R P Poissons (Ross 1960) 
1962 M. flavescens N R V Environnement (Bojalil et al. 1962) 
 M. peregrinum (MFC) N R P Humains (Kusunoki et Ezaki 1992) 
 M. fortuitum ssp. acetamidolyticum (MFC) N R P Humains (Kusunoki et Ezaki 1992) 
1964 M. vaccae N R V Environnement (Bonicke et Juhasz 1964) 
1965 M. simiae N S V Animaux (Karssova et al. 1965) 
 M. diernhoferi (MPC) N R P Environnement (Tsukamura et al. 1983c) 
 M. nonchromogenicum (MtC) N S V Environnement (Tsukamura 1965) 
 M. parafortuitum (MPC) N R V Environnement (Tsukamura et al. 1965) 
1966 M. terrae (MtC) N S V Environnement (Wayne 1966) 
 M. gastri N S V Humains (Wayne 1966) 
 M. triviale (MtC) N S V Humains (Kubica et al. 1970) 
 M. aurum N R V Environnement (Tsukamura 1966) 
 M. thermoresistibile N R V Environnement (Tsukamura 1966) 
1967 M. chitae N R V Environnement (Tsukamura 1967) 
1969 M. africanum (MTC) T S V Humains (Tsukamura et al. 1983c) 
1971 M. agri N R P Environnement (Tsukamura 1981) 
 M. asiaticum N S V Humains (Weiszfeiler et al. 1971) 
 M. duvalii N R V Humains (Stanford et Gunthorpe 1971) 
 M. gadium N R V Humains (Casal et Calero 1974) 
 M. gilvum N R V Humains (Stanford et Gunthorpe 1971) 
 M. obuense N R P Environnement (Tsukamura et al. 1981) 
 M. rhodesiae N R P Humains et environnement (Tsukamura et al. 1981) 
1972 M. neoaurum N R V Environnement (Tsukamura 1966) 
 M. szulgai N S V Humains (Marks et al. 1972) 
1973 M. aichiense N R P Humains et environnement (Tsukamura et al. 1981) 
 M. chubuense N R P Environnement (Tsukamura et al. 1981) 
 M. senegalense N R V Animaux (Chamoiseau 1973) 
 M. tokaiense N R P Environnement (Tsukamura et al. 1981) 
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Année Espèce (complexe) 
E
n
se
m
b
le
 
C
ro
is
sa
n
ce
 
S
ta
tu
t Origine Référence 
1975 M. shimoidei N S P Humains (Tsukamura 1982) 
 M. petroleophilum N R P Environnement (Simmon et al. 2009) 
1977 M. malmoense N S V Humains (Schroder et Juhlin 1977) 
1978 M. haemophilum N S V Humains (Sompolinsky et al. 1978) 
1979 M. komossense N R V Environnement (Kazda et Muller 1979) 
1980 M. sphagni N R P Environnement (Kazda 1980) 
1983 M. fallax N R P Environnement (Lévy-Frébault et al. 1983) 
 M. porcinum N R P Animaux (Tsukamura et al. 1983b) 
 M. austroafricanum (MPC) N R P Environnement (Tsukamura et al. 1983c) 
 M. pulveris N I P Environnement (Tsukamura et al. 1983a) 
1986 M. moriokaense N R P Environnement (Tsukamura et al. 1986) 
 M. chlorophenolicum N R P Environnement (Häggblom et al. 1994) 
1987 M. poriferae N R P Environnement (Padgitt et Moshier 1987) 
1990 M. cookii N S P Environnement (Kazda et al. 1990) 
 M. avium ssp. silvaticum (MAC) N S P Oiseaux (Thorel et al. 1990) 
1992 M. alvei N R P Environnement (Ausina et al. 1992) 
 M. madagascariense N R P Environnement (Kazda et al. 1992) 
1992 M. confluentis N R P Humains (Kirschner et al. 1992) 
1993 M. hiberniae N S P Environnement (Kazda et al. 1993) 
 M. brumae N R P Environnement (Luquin et al. 1993) 
 M. celatum N S P Humains (Butler et al. 1993) 
 M. genavense N S P Humains (Böttger et al. 1993) 
 M. intermedium N S P Humains (Meier et al. 1993) 
 M. interjectum N S P Humains (Springer et al. 1993) 
1995 M. mucogenicum N R P Humains (Springer et al. 1995a) 
 M. branderi N S P Humains (Koukila-Kähkölä et al. 1995) 
 M. conspicuum N S P Humains (Springer et al. 1995b) 
1996 M. hodleri N R P Environnement (Kleespies et al. 1996) 
 M. lentiflavum N S P Humains (Springer et al. 1996) 
 M. triplex N S P Humains (Floyd et al. 1996) 
1997 M. mageritense N S P Humains (Domenech et al. 1997) 
 M. heidelbergense N S P Humains (Haas et al. 1997) 
 M. hassiacum N R P Humains et environnement (Schröder et al. 1997) 
 M. novocastrense N R P Humains (Shojaei et al. 1997) 
 M. canettii (MTC) T S P Humains (van Soolingen et al. 1997) 
 M. anthracenicum N R D Environnement (Wang et al. 1998) 
 M. isoniacini N R D Environnement (Boettger 1997) 
1998 M. bohemicum N S P Humains et environnement (Reischl et al. 1998a) 
1999 M. tusciae N S P Humains et environnement (Tortoli et al. 1999) 
 M. wolinskyi N R P Humains (Brown et al. 1999) 
 M. caprae (MTC) T S P Animaux (Aranaz et al. 2003) 
 M. murale N R P Environnement (Vuorio et al. 1999) 
 M. goodii N R P Humains (Brown et al. 1999) 
2000 M. kubicae N S P Humains (Floyd et al. 1996) 
 M. elephantis N R P Animaux et humains (Shojaei et al. 2000) 
 M. septicum N R P Humains (Schinsky et al. 2000) 
 M. botniense N S P Environnement (Torkko et al. 2000) 
2001 M. immunogenum N R P Humains et environnement (Wilson et al. 2001) 
 M. chesapeaki N S D Poisson (Heckert et al. 2001) 
 M. doricum N R P Humains (Tortoli et al. 2001) 
 M. heckeshornense N S P Humains (Roth et al. 2000) 
 M. frederiksbergense N R P Environnement (Willumsen et al. 2001) 
2002 M. avium ssp. hominissuis (MAC) N S D Humains et animaux (Mijs et al. 2002) 
 M. palustre N S P Humains et environnement (Torkko et al. 2002) 
 M. lacus N S P Humains et environnement (Turenne et al. 2002) 
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Année Espèce (complexe) 
E
n
se
m
b
le
 
C
ro
is
sa
n
ce
 
S
ta
tu
t Origine Référence 
2002 M. holsaticum N R P Humains (Richter et al. 2002) 
 M. vanbaalenii N R P Environnement (Khan et al. 2002) 
 M. visibilis N S D Animaux (Appleyard et Clark 2002) 
2003 M. shottsii N S P Environnement (Rhodes et al. 2003) 
 M. pinnipedii (MTC) T S P Animaux, humains (Cousins et al. 2003) 
 M. montefiorense N S P Animaux (Levi et al. 2003) 
2004 M. chimaera (MAC) N S P Humains (Tortoli et al. 2004) 
 M. cosmeticum N R P Humains et environnement (Cooksey et al. 2004) 
 M. boenickei (MFC, biovar 3) N R P Humains (Schinsky et al. 2004) 
 M. brisbanense (MFC, biovar 3) N R P Humains (Schinsky et al. 2004) 
 M. canariasense N R P Humains (Jiménez et al. 2004) 
 M. houstonense (MFC, biovar 3) N R P Humains (Schinsky et al. 2004) 
 M. neworleansense (MFC, biovar 3) N R P Humains (Schinsky et al. 2004) 
 M. nebraskense N S P Humains (Mohamed et al. 2004) 
 M. parascrofulaceum N S P Humains (Turenne et al. 2004a) 
 M. parmense N S P Humains (Fanti et al. 2004) 
 M. psychrotolerans N R P Environnement (Trujillo et al. 2004) 
 M. pyrenivorans N R P Environnement (Derz et al. 2004) 
 M. saskatchewanense N S P Humains (Turenne et al. 2004b) 
 M. pseudoshottsii N S P Animaux (Rhodes et al. 2005) 
 M. florentinum N S P Humains (Tortoli et al. 2005) 
2006 M. colombiense (MAC) N S P Animaux (Murcia et al. 2006) 
 M. aubagnense N S P Humains (Adékambi et al. 2006a) 
 M. barrassiae N R D Humains (Adékambi et al. 2006c) 
 M. bolletti N R P Humains (Adékambi et al. 2006a) 
 M. phocaicum N R P Humains (Adékambi et al. 2006a) 
 M. arupense N R P Humains (Cloud et al. 2006) 
 M. conceptionense N R P Humains (Adékambi et al. 2006e) 
 M. fluoranthenivorans N R P Environnement (Hormisch et al. 2004) 
 M. massiliense N R P Humains (Adékambi et al. 2004) 
 M. monacense N R P Humains (Reischl et al. 2006) 
2007 M. kumamotonense N S P Humains (Masaki et al. 2006) 
 M. seoulense N S P Humains (Mun et al. 2007) 
2008 M. arosiense N S P Humains (Bang et al. 2008) 
 M. llatzerense N S P Environnement (Gomila et al. 2008) 
 M. senuense N S P Humains (Mun et al. 2008) 
 M. setense N R P Humains (Lamy et al. 2008) 
 M. stomatepiae N S P Poissons (Pourahmad et al. 2008) 
2009 M. aromaticivorans N R P Environnement (Hennessee et al. 2009) 
 M. bouchedurhonense (MAC) N S P Humains (Ben Salah et al. 2009) 
 M. crocinum N R P Environnement (Hennessee et al. 2009) 
 M. insubricum N R P Humains (Tortoli et al. 2009) 
 M. kyorinense N S P Humains (Okazaki et al. 2009) 
 M. marseillense (MAC) N S P Humains (Ben Salah et al. 2009) 
 M. noviomagense N S P Humains (van Ingen et al. 2009b) 
 M. pallens N R P Environnement (Hennessee et al. 2009) 
 M. riyadhense  N S P Humains (van Ingen et al. 2009a) 
 M. rutilum N R P Environnement (Hennessee et al. 2009) 
 M. rufum N R P Environnement (Hennessee et al. 2009) 
 M. timonense (MAC) N S P Humains (Ben Salah et al. 2009) 
 M. vulneris (MAC) N S P Humains (van Ingen et al. 2009c) 
2010 M. paraseoulense N S P Humains (Lee et al. 2010b) 
 M. paraterrae N S P Humains (Lee et al. 2010a) 
MAC: Mycobacterium avium-intracellulare complex, MFC: Mycobacterium fortuitum complex, MTC: Mycobacterium tuberculosis 
complex, MtC: Mycobacterium terrae complex, MPC: Mycobacterium parafortuitum complex. 
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Annexe 3 : Etudes rapportant des cas humains de mycobactérioses ganglionnaires (A), pulmonaires (B), 
cutanées (C), ou particulières (D), causées ou présumées causées par de l’eau contaminée 
   D
 
        C
 
         B
 
   A
 
 
ch
iru
rg
ie p
ar lap
aro
sco
p
ie 
aéro
so
l, eau
 p
o
tab
le, so
l 
riv
ière 
riv
ière 
en
v
iro
n
n
em
en
t 
aq
u
ariu
m
 d
e p
o
isso
n
 B
etta 
p
iscin
e 
b
ain
 d
e p
ied
 d
’u
n
 salo
n
 d
e 
p
éd
icu
le 
b
ain
 d
e p
ied
 d
’u
n
 salo
n
 d
e 
p
éd
icu
le 
b
ain
 d
e p
ied
 d
’u
n
 salo
n
 d
e 
p
éd
icu
le 
b
ain
 d
e p
ied
 d
’u
n
 salo
n
 d
e 
p
éd
icu
le 
en
v
iro
n
n
em
en
t 
m
arais et d
e sy
stèm
e d
’irrig
atio
n
 
m
aiso
n
 d
e retraite 
b
ain
 d
e sp
a 
aéro
so
l 
eau
, so
l, to
u
rb
e 
aéro
so
l 
in
filtratio
n
 d
e b
âtim
en
t 
aéro
so
l d
e sp
a et eau
 d
’air d
e 
trav
ail 
h
ô
p
ital 
jacu
zzi 
jacu
zzi 
n
o
n
 p
récisé 
p
iscin
e o
u
 b
ac à sab
le 
ro
b
in
et 
n
o
n
 p
récisé 
E
ch
a
n
tillo
n
n
a
g
e 
In
d
e (K
ad
n
atak
a) 
p
lu
sieu
rs (résu
m
é) 
F
ran
ce (M
arseille) 
U
K
 (C
ard
iff) 
A
u
strilie (P
h
illip
 
islan
d
) 
U
S
A
 (N
ew
 Y
o
rk
) 
C
h
in
e (P
ék
in
) 
U
S
A
 (C
alifo
rn
ie) 
U
S
A
 (C
alifo
rn
ie) 
U
S
A
 (C
alifo
rn
ie) 
U
S
A
 (A
tlan
ta) 
F
in
lan
d
e (w
estern
 
co
ast) 
A
u
stralie (P
h
illip
 
Islan
d
) 
C
an
ad
a (T
o
ro
n
to
) 
A
u
stralie 
U
S
A
 (S
p
rin
g
field
) 
p
lu
sieu
rs (résu
m
é) 
p
lu
sieu
rs (résu
m
é) 
F
in
lan
d
e 
p
lu
sieu
rs (résu
m
é) 
U
S
A
 (H
o
u
sto
n
) 
U
S
A
 (S
co
ttsd
ale) 
N
o
n
 p
récisé 
p
lu
sieu
rs (résu
m
é) 
P
ay
s B
as (A
m
sterd
am
) 
Italie et S
u
isse 
p
lu
sieu
rs (résu
m
é) 
O
rig
in
e 
fem
m
e ad
u
lte (3
5
 an
s) 
p
atien
t H
IV
+
 
fem
m
e ad
u
lte (3
1
 an
s) 
p
o
p
u
latio
n
 lo
cale 
p
o
p
u
latio
n
 lo
cale 
h
o
m
m
e ad
u
lte (4
9
 an
s) 
u
tilisateu
r d
e p
iscin
e (1
7
-2
7
 an
s) 
co
n
so
m
m
ateu
r d
e p
éd
icu
re 
co
n
so
m
m
ateu
r d
e p
éd
icu
re 
co
n
so
m
m
ateu
r d
e p
éd
icu
re 
co
n
so
m
m
ateu
r d
e p
éd
icu
re 
p
erso
n
n
e âg
ée (8
5
 an
s) 
N
o
n
 p
récisé 
h
o
m
m
e ad
u
lte (5
0
 an
s) 
ad
u
lte im
m
u
n
o
co
m
p
éten
t 
fem
m
e im
m
u
n
o
co
m
p
éten
te 
p
erso
n
n
e âg
ée 
trav
ailleu
rs et u
tilisateu
r d
e sp
a 
p
o
p
u
latio
n
 lo
cale 
im
m
u
n
o
co
m
p
éten
t 
im
m
u
n
o
d
éficien
t 
ad
u
lte im
m
u
n
o
co
m
p
éten
t 
n
o
n
 p
récisé 
en
fan
t 
en
fan
t 
im
m
u
n
o
d
éficien
t 
en
fan
t 
In
d
iv
id
u
 
in
fectio
n
 p
o
sto
p
érato
ire 
p
atien
ts attein
ts d
u
 S
ID
A
 
in
fectio
n
 p
o
st-trau
m
atiq
u
e 
M
alad
ie d
e C
ro
h
n
 su
sp
ectée 
u
lcère d
e B
u
ru
li 
n
o
d
u
les su
r la m
ain
 
n
o
d
u
les su
r les m
ain
s 
in
fectio
n
 cu
tan
ée 
fu
ro
n
cu
lo
se 
fu
ro
n
cu
lo
se 
fu
ro
n
cu
lo
se 
d
erm
atite u
lcérativ
e 
u
lcères cu
tan
és 
h
y
p
ersen
sib
ilité p
u
lm
o
n
aire 
tro
u
b
les p
u
lm
o
n
aires 
tro
u
b
les p
u
lm
o
n
aires 
tro
u
b
les p
u
lm
o
n
aires 
h
y
p
ersen
sib
ilité p
u
lm
o
n
aire 
in
flam
m
atio
n
 p
u
lm
o
n
aire 
h
y
p
ersen
sib
ilité p
u
lm
o
n
aire 
tro
u
b
les p
u
lm
o
n
aires 
in
filtratio
n
 p
u
lm
o
n
aire 
p
n
eu
m
o
n
ie 
ly
m
p
h
ad
en
itis cerv
icale 
ly
m
p
h
ad
en
itis cerv
icale 
g
an
g
lio
n
s cerv
icau
x
 
ly
m
p
h
ad
en
itis cerv
icale 
P
a
th
o
lo
g
ie 
(R
ajin
i et a
l. 2
0
0
7
) 
(F
alk
in
h
am
 2
0
0
3
b
) 
(A
d
ék
am
b
i et a
l. 2
0
0
6
e) 
(P
ick
u
p
 et a
l. 2
0
0
5
) 
(S
tin
ear et a
l. 2
0
0
0
) 
(C
assetty
 et S
an
ch
ez 2
0
0
4
) 
(C
ai et a
l. 2
0
0
6
) 
(V
u
g
ia et a
l. 2
0
0
5
) 
(W
in
th
ro
p
 et a
l. 2
0
0
2
) 
(S
n
iezek
 et a
l. 2
0
0
3
) 
(G
ira et a
l. 2
0
0
4
) 
(T
o
rk
k
o
 et a
l. 2
0
0
1
) 
(R
o
ss et a
l. 1
9
9
7
) 
(M
arras et a
l. 2
0
0
5
) 
(L
u
m
b
 et a
l. 2
0
0
4
) 
(S
o
o
d
 et a
l. 2
0
0
7
) 
(F
alk
in
h
am
 2
0
0
3
a) 
(P
rim
m
 et a
l. 2
0
0
4
) 
(Ju
ssila et a
l. 2
0
0
2
) 
(F
alk
in
h
am
 2
0
0
3
b
) 
(Z
h
an
g
 et a
l. 2
0
0
2
) 
(K
h
o
o
r et a
l. 2
0
0
1
) 
(K
ah
an
a et a
l. 1
9
9
7
) 
(F
alk
in
h
am
 2
0
0
3
b
) 
(L
in
d
eb
o
o
m
 et a
l. 2
0
0
5
) 
(T
o
rto
li et a
l. 1
9
9
9
) 
(P
rim
m
 et a
l. 2
0
0
4
) 
R
éféren
ce 
Annexes 
 210 
Annexe 4 : Classification de Runyon (Euzéby 2010) 
Groupe Caractéristiques à 37°C des souches jeunes 
I Photochromogène : pigmentation de la souche uniquement à la lumière 
II Scotochromogène : pigmentation de la souche à la lumière et à l’obscurité 
III Achromogène : la souche reste non pigmenté à la lumière et à l’obscurité 
IV Mycobactéries à croissance rapide (inférieure à 8 jours à 37°C) 
 
Annexe 5 : Caractères biochimiques d’identification des principales NTM d’intérêt médical du groupe I 
de Runyon (Euzéby 2010) 
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asiaticum D, L 21 j + + - - - + + + - R 
intermedium E, L 14 j + + - - V + + + + ND 
kansasii E, U, L 14 j + + - + V + + V - S 
marinum E, L 8 j + - - - + + + + - R 
simiae D, L 21 j + + V - + - - - - R 
E: eugonique; D: dysgonique; L: lisse; U: rugueuse; S: sensible; R: résistante; ND: non décrit ; V: variable. 
 
Annexe 6 : Caractères biochimiques d’identification des principales NTM d’intérêt médical du groupe II 
de Runyon (Euzéby 2010) 
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interjectum L 28 j - - - - - + + - - - - R 
flavescens U 10 j + - - + + V + + - - + R 
gordonae L 14 j + - - - - V - + V - - R 
keckeshornense L 28j - + + - - - - - - - - R 
lentiflavum L 28 j + - - - - - - - ND - - R 
scrofulaceum L 28 j + - - - - + - - - - - S 
szulgai L 14 j + - - - + + - V + + - R 
xenopi L 28 j - + + - - - + - - - - R 
E: eugonique; D: dysgonique; L: lisse; U: rugueuse; S: sensible; R: résistante; ND: non décrit ; V: variable. 
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Annexe 7 : Caractères biochimiques d’identification des principales NTM d’intérêt médical du groupe III 
de Runyon (Euzéby 2010) 
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avium/intracellulare D, L 21 j V + + V - - - -/- - +/+ - V/R 
celatum D, L 28 j V + + + - - + -/- - +/+ - R/S 
gastri D, U, L 14 j + + - - V + - +/+ + +/- - S/S 
haemophilum D, U, L 21 j + - - - - - - -/- ND +/- - ND 
malmoense D, L 21 j + + - - - V - -/+ - +/V - R/R 
nonchromogenicum D, U, L 14 j + + V - - - - +/+ + +/+ - R/S 
shimoidei D, U 21 j V + + V - - - -/+ + +/V - R/S 
terrae D, U, L 14 j + + - - V - - +/+ + +/+ - R/S 
triviale E, U 14 j + + - - + - + +/+ + +/+ + R/S 
ulcerans D, U 41 j + - - - - - - -/- ND +/- - ND 
xenopi D, L 28 j - + + + - - + -/- - +/+ - R/R 
E: eugonique; D: dysgonique; L: lisse; U: rugueuse; S: sensible; R: résistante; ND: non décrit ; V: variable. 
 
Annexe 8 : Caractères biochimiques d’identification des principales NTM d’intérêt médical du groupe IV 
de Runyon (Euzéby 2010) 
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abscessus A + V - - - - + + - - - - - 
aurum S - V - - - V V V + + + + + 
chelonae A + V - - - - + - + - - - - 
fortuitum A + + + - - + + + - + + - - 
immunogenum A + V - - - - + - - - - - - 
mucogenicum A + + - - - V + - V - + + + 
peregrinum A + + - - - + + + - + + + - 
phlei S - + + + + + - + + + + + - 
senegalense A - + + - - + + + + - + + - 
smegmatis A/S - + + + - + - + + + + + + 
vaccae P - + - - - + - V + + + + + 
A: achromogène; S: scotochromogène; P: photochromogène; ND: non décrit ; V: variable. 
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Annexe 9 : Dendrogramme par distance Kimura’s Two-parameter, embranchement Neighbohood 
Joining, et 1000 réitération de calcul de séquences du géne rrs de bacilles acido-alcoolo-résistants isolés de 
la Seine (cercle noir) et de sequences de reference GenBank (numéro d’accession en face des 
microorganisms) 
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Annexe 10 : Dendrogramme par distance Kimura’s Two-parameter, embranchement Neighbohood 
Joining, et 1000 réitération de calcul de séquences du géne hsp65 de bacilles acido-alcoolo-résistants isolés 
de la Seine (cercle noir) et de sequences de reference GenBank (numéro d’accession en face des 
microorganisms) 
 
 
  
 
  
Résumé 
L'eau et le sol sont considérés comme des sources 
potentielles de mycobactéries non-tuberculeuses (MNT). 
Parmi les infections humaines causées par les MNT 
d'origine environnementale, les infections pulmonaires et 
cutanées sont souvent décrites. Le manque de connaissances 
sur leur cycle de vie dans l'environnement requiert des outils 
analytiques, qui ne sont actuellement pas adaptés à ce type 
d’échantillons. Cette thèse vise donc premièrement à 
proposer des méthodes de quantification en bactériologie et 
en biologie moléculaire dans le but de déterminer les sources 
des MNT dans les bassins versants. Ainsi, la comparaison 
des méthodes d’isolement de MNT a montré que le 
traitement au chlorure de cetylpyridininium de l’eau suivi 
d’une culture en milieu riche supplémenté par un mélange 
d’antibiotiques (polymyxine B, amphotéricine, acide 
nalidixique, triméthoprime, carboxy-pénicilline) limitait la 
croissance des microorganismes interférents et éliminait 
moins de MNT que les autres méthodes comparées 
(Radomski et al. 2010, doi: 10.1128/AEM.00942-10). Bien 
que des espèces de MNT potentiellement pathogènes aient 
été isolées de l’eau de surface de la Seine en utilisant ces 
outils bactériologiques, la quantification des MNT ne s’est 
pas avérée reproductible. En conséquence, une méthode de 
quantification par polymérisation en chaîne en temps réel 
(qPCR) a été développée pour énumérer le genre 
Mycobacterium dans l’eau (Radomski et al. 2010, 
doi: 10.1128/AEM.02659-09). La nouvelle méthode 
développée, ciblant l’ARNr 16S, était plus spécifique que 
les autres méthodes qPCR publiées, ciblant un autre locus de 
l’ARNr 16S et le gène hsp65 (respectivement 100 % versus 
44 % et 91 %). La comparaison des méthodes d’extraction 
d’ADN mycobactérien a montré que la lyse enzymatique 
combinée au bromure d’hexadécyltriméthylammonium était 
la procédure la plus efficace pour énumérer par qPCR les 
MNT dans des échantillons environnementaux. Ainsi, ces 
méthodes d’extraction d’ADN et de qPCR ont été utilisées 
pour étudier des sources de MNT dans des bassins versants. 
Dans un second temps, nous avons étudié trois 
sources potentielles de MNT : une ponctuelle et deux 
diffuses. Plus précisément, une station d’épuration (STEP) a 
été choisie comme source ponctuelle de MNT et a été 
étudiée en temps sec en fonction d’indicateurs de 
contamination fécale et des paramètres globaux 
habituellement contrôlés. Les MNT ont atteint 
5,52×105±3,97×105 copies/L dans l’eau en entrée de STEP 
(84 % d’échantillons positifs), n’ont pas été détectées dans 
l’eau en sortie de STEP après décantation physico-chimique 
et biofiltration et ont été estimées à 
1,04×106 ±1,75×106 copies/g dans les boues de STEP (50 % 
d’échantillons positifs). La plupart des MNT (98±2 %, 
correspondant à 2,45±0,78 log10) ont été éliminées par 
décantation physico-chimique et les MNT restantes 
(0,74×104 ±1,40×104 copies/L) ont été éliminées par 
biofiltration (53 % d’échantillons positifs). Ces résultats ont 
montré également que Mycobacterium, Escherichia coli et 
les entérocoques intestinaux possèdent des comportements 
significativement différents conduisant respectivement à 
trois modèles : hydrophobe, hydrophile et intermédiaire. 
Concernant les sources diffuses, la densité de MNT 
a été mesurée dans divers sols ruraux et urbains qui ont été 
caractérisés par différents paramètres physico-chimiques. 
Les densités de MNT les plus importantes ont été mesurées 
dans des sols de forêts tourbeuses 
(9,27×104±5,00×104 copies/g sec) et dans des sols 
faiblement urbanisés proches de marécages côtiers 
(1,71×106±2,85×106 copies/g sec) alors qu’aucune MNT n’a 
été détectée dans les autres types de sols étudiés. De plus, la 
densité de MNT a été significativement associée à des sols 
proches de zones acides et des teneurs fortes des sols en eau, 
matière organique et fer. Ces résultats suggéreraient que les 
MNT sont dépendantes de leur production intra et 
extracellulaire de chélateurs de fer et indiqueraient que les 
zones faiblement urbanisées pourraient être impactées par la 
proximité de marais acides. Afin d’étudier une autre source 
diffuse, les MNT et d’autres paramètres ont été mesurés lors 
d’événements pluvieux dans l’eau de surface de la Marne et 
de ses principaux affluents. Les densités de MNT ont été 
estimées à 2,16×105±2,36×105 copies/L dans environ 20 % 
des échantillons d’eau collectés, et elles ne différaient pas 
entre les zones péri-urbaines et rurales échantillonnées. Nos 
résultats ont montré que la pluviométrie et la durée de 
l’évènement expliquaient la diminution du nombre de MNT 
détectées dans l’eau de surface au cours de l’événement 
pluvieux de faible intensité (6,6 mm/h de pluviométrie 
cumulées en 5,5 h). Ces résultats ont souligné que certains 
affluents de la Marne pouvaient apporter des MNT en temps 
sec, mais qu’au cours de l’évènement pluvieux suivi les 
densités de MNT diminuaient. 
En guise d’amélioration à ces études appliquées, des 
réflexions sur les défis relatifs à la surveillance des 
microorganismes pathogènes dans l’environnement ont été 
explorées. En nous focalisant sur la MNT la plus pathogène, 
M. avium, nous avons discuté des défis de la détection et de 
l’énumération et proposé un guide d’adaptation des 
méthodes médicales aux échantillons environnementaux 
(Radomski et al. 2011, ed. A. Méndez-Vilas, Vol. 2). Ce 
guide se présente sous la forme d’un arbre de décision 
permettant de choisir les outils analytiques les plus 
appropriés pour surveiller les microorganismes pathogènes 
dans l’environnement. De plus, une stratégie in silico de 
comparaison de génomes bactériens totalement séquencés a 
été développée dans le but de décrire des nouvelles cibles de 
détection. L’analyse in silico des génomes totalement 
séquencés a permis de détecter 11 protéines présentant entre 
80 % et 100 % de similarité dans les génomes 
mycobactériens et moins de 50 % de similarité dans les 
génomes non-mycobactériens des genres Corynebacterium, 
Nocardia et Rhodococcus. Sur la base d’alignements des 
séquences d’ADN de ces cibles potentielles, il a été possible 
de dessiner des amorces PCR et une sonde pour détecter le 
gène codant la sous-unité C de la synthase de l’adénosine 
triphosphate qui semble exclusivement conservée dans le 
génome mycobactérien. 
Le développement d’outils analytiques, en 
particulier la qPCR, a permis de montrer qu’une STEP 
éliminait efficacement les MNT et que le traitement des 
eaux usées est nécessaire pour préserver l’eau de surface de 
cette source ponctuelle de MNT. Il a été mis en évidence 
que les événements pluvieux diminuent la densité de MNT 
dans l’eau de surface et que les sols acides sont des sources 
naturelles majeures de MNT qui pourraient impacter des 
zones faiblement urbanisées en temps de pluie via le 
ruissellement. Concernant les réflexions sur la surveillance 
des microorganismes pathogènes dans l’environnement, 
l’arbre de décision des outils analytiques appropriés et la 
nouvelle stratégie in silico de détection de cibles 
moléculaires pourraient être appliqués pour l’étude d’autres 
microorganismes de l’environnement. 
Mots clefs : mycobactéries, mycobactériologie, pathogène 
émergent, environnement, bassin versant, eau, sol, 
sources diffuses, sources ponctuelles, ADN, qPCR, 
séquençage, détection moléculaire, bioinformatique, 
amorces, sondes. 
  
Abstract 
Water and soil are considered as potential sources of 
nontuberculous mycobacteria (NTM) infections. Among 
human infections caused by environmental NTM, 
pulmonary infections and cutaneous infections are often 
described. However, lack of knowledge about their life cycle 
in the environment requires analytical tools, which are not 
currently adapted to these kinds of samples. The aim of this 
thesis is to propose bacteriological and molecular 
quantitative methods, in order to determine the sources of 
NTM in watersheds. Comparison of NTM isolation methods 
showed that treatment with cetylpyridinium chloride of 
water, followed by culture on a rich medium supplemented 
with antibiotic cocktail (polymyxin B, amphotericin, 
nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin) decreased the 
growth of nontarget microorganisms, while inhibiting less 
NTM than the other compared methods (Radomski et al. 
2010 doi: 10.1128/AEM.00942-10). Although potentially 
pathogenic NTM species were isolated from surface water 
of the Seine River using these bacteriological tools, 
enumeration of NTM was not reproducible. Consequently, a 
quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) 
method was developed in order to enumerate 
Mycobacterium spp. in water (Radomski et al. 2010 
doi: 10.1128/AEM.02659-09). This newly developed 
method, targeting 16S rRNA, was more specific than the 
two previously published qPCR methods targeting another 
16S rRNA locus and the hsp65 gene (100% versus 44% and 
91%, respectively). Comparison of DNA extraction methods 
showed that the enzymatic lysis and 
hexadecyltrimethylammonium bromide procedure was the 
most effective combination for mycobacterial DNA 
extraction with the aim to enumerate NTM in environmental 
samples by qPCR. Thus, these extraction and qPCR methods 
were used in order to study NTM sources in watersheds. 
Secondly, we studied three potential sources of 
NTM: one point source and two nonpoint sources. More 
precisely, a wastewater treatment plant (WWTP) was chosen 
as a potential point source of NTM and was studied 
according to indicators of fecal contamination and usually 
monitored parameters. NTM reached 
5.52×105±3.97×105 copies/L in the influent of WWTP (84% 
of positive samples). They were not detected in the effluent 
after physico-chemical decantation and biofiltration, and 
were estimated at 1.04×106 ±1.75×106 copies/g in sludge 
(50% of positive samples). Most NTM (98±2%, i.e. 
2.45±0.78 log10) were removed by the physical-chemical 
decantation, and the remaining NTM 
(0.74×104 ±1.40×104 copies/L) were removed by 
biofiltration (53% of positive samples). These results 
showed also that Mycobacterium, Escherichia coli and 
intestinal enterococci follow significantly different 
behaviors as hydrophobic, hydrophilic and intermediate 
models, respectively. 
Concerning the nonpoint sources, NTM were 
enumerated in a variety of rural and urban soils which were 
characterized by different physico-chemical parameters. The 
highest NTM densities were measured in peat forest soils 
(9.27×104±5.00×104 copies/g dw) and in lightly urbanized 
soils near a costal swamp (1.71×106±2.85×106 copies/g dw), 
whereas they were not detected in the other monitored soils. 
NTM density was significantly associated with soils near 
acidic areas and high moisture, organic matter, and iron 
content in soils. These results emphasized that NTM are 
dependent upon the production of surface and extracellular 
iron-binding compounds, and may mean that lightly 
urbanized area could be impacted by the proximity of the 
acidic swamp. In order to study another nonpoint source, 
NTM and other parameters were measured during wet 
events in surface water of Marne River and their main 
effluents. NTM density was estimated at 
2.16×105±2.36×105 copies/L in about 20% of surface water 
samples, and NTM densites did not differ among rural and 
peri-urban sampling areas. Our results showed that the 
pluviometry and rain duration explained the decrease of 
detected NTM abundances in surface water during a slightly 
intense wet event (6.6 mm/h of cumulated rain during 5.5 h). 
These results emphasized that some tributaries of the Marne 
River may constitute a source of NTM, however their 
influence on NTM density in surface water of the Marne 
River decreased during the slightly intense wet event. 
In order to improve these applied studies, challenges 
dealing with pathogenic microorganism monitoring in 
environment were explored. Focusing on the most 
pathogenic NTM, M. avium, we discussed the challenges for 
detection and enumeration and proposed a guidance for the 
adaptation of clinical methods to environmental samples 
(Radomski et al. 2010 ed. A. Méndez-Vilas, Vol. 2). This 
guidance was proposed as a decision tree allowing to choose 
the most suitable analytical tools in order to monitor 
pathogenic microorganisms in environment. Moreover, an in 
silico strategy of whole sequenced bacterial genome 
comparison was developed in order to describe new targets 
for NTM detection. In silico analysis of whole sequenced 
genomes allowed to detect 11 proteins showing between 
80% and 100% of similarity with mycobacterial genomes, 
and less than 50% of similarity with closely related genomes 
of Corynebacterium, Nocardia and Rhodococcus genera. 
Based on the DNA sequence alignments of these potential 
targets, it was possible to design a primer pair and a probe in 
order to detect by PCR the gene coding for adenosine-5'-
triphosphate synthase subunits C which seems exclusively 
conserved in mycobacterial genome. 
Using the developed analytical tools, especially the 
qPCR, we showed that a WWTP removed efficiently NTM 
from the influent, and that waste water treatment is 
necessary in order to preserve surface water against this 
NTM point source. It was shown that storm events decrease 
NTM densities in surface water and in contrast that acidic 
soils are major NTM natural sources which may impact 
lightly urbanized areas during wet weather when runoff 
water suspends soil matter. Concerning challenges dealing 
with pathogenic microorganism monitoring in environment, 
the decision tree of suitable analytical tools and the new in 
silico strategy of molecular target detection might be also 
useful for the study of other environmental microorganisms. 
Key words: mycobacteria, mycobacteriology, emerging 
pathogen, environment, watershed, water, soil, point 
sources, nonpoint sources, DNA, real-time polymerase 
chain reaction, sequencing, molecular detection, primers, 
probe, bioinformatic. 
